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RESUMO

Devido a sua dimenséo territorial o Brasil possui uma grande diversidade de frutas tropicais, quer
sejam nativas ou exdticas, condicdo que o coloca na terceira posi¢do entre os maiores produtores
mundiais. As frutas sdo consumidas e apreciadas em todo o mundo principalmente por
apresentarem sabor atraentes e aspecto refrescante, além disso sdo consideradas fonte natural de
componentes benéficos ao organismo. Tais propriedades atuam no combate aos efeitos
anticarcinogénicos, antimicrobianos e a capacidade de prevenir doencas cardiacas, doengas do
sistema digestivo e osteoporose. O Caju (Anacardium Occidentale L.) Objeto deste estudo pertence
a familia Anacardiaceae, sua producgdo esta concentrada na regido tropical do globo e é difundido
em vérios paises como o Brasil, India, Mocambique, Tanzania, Quénia, Vietnd, Indonésia e
Tailandia. No Brasil, a producéo esta concentrada na regido Nordeste principalmente nos estados do
Piaui, Ceara e Rio Grande do Norte. As industrias de beneficiamento de frutas geram residuos que
poderiam ter uma finalidade benéfica para o meio ambiente, uma vez que esses residuos apresentam
elevado nutricional, além disso, esses residuos podem servir de fonte de matéria organica, podera
servir como fonte de proteinas, enzimas, compostos bioativos e outros produtos passiveis de
recuperacdo. Os polifendis tornaram-se também interessantes para fins tecnolégicos e alimentares ,
uma vez que podem ser aplicados como antioxidantes ou agentes antimicrobianos. Sendo de
interesse industrial uma vez que seus residuos sdo considerados uma matéria-prima renovavel,
abundantemente, disponivel e barata para a producdo de compostos como os polifendis. O uso da
fermentagdo em estado solido (FES) surge como uma alternativa vidvel para valorizar os residuos
originados do processamento frutas, esses residuos vém sendo empregadas como substrato para a
producdo de bioprodutos, e a0 mesmo tempo sdo utilizados como fonte de carbono e suporte sélido
para 0 crescimento do microrganismo uma vez que eles encontram nesses residuos condicbes
favoraveis para o seu crescimento. A metodologia de superficie de resposta (RSM) é uma colegéo
de ferramentas estatisticas usada para otimizar processos complexos € amplamente utilizada para
otimizar as condi¢bes de extracdo. A principal vantagem, em utilizar essa metodologia esta a
reducdo do numero de experimentos necessarios para avaliar os parametros que se pretende
estudar, assim como as suas interagcbes, em compara¢cdo com métodos empiricos. Sendo assim,
neste estudo, o RSM foi utilizado para investigar os efeitos das variaveis de processo, incluindo as
proporcdes de solventes, temperatura e o tempo de extracdo e incubacdo para extracdo de fendis
totais e determinacdo das atividades antioxidantes em residuos agroindustriais do caju (Anacardium
occidentale L.).

Palavras-chave: Residuos agroindustriais, caju, fermentacdo em estado so6lido,
microrganismos, compostos fenolicos, atividade antioxidante e planejamento experimental.



ABSTRACT

Due its huge of its territorial dimension Brazil has an immense diversity of tropical fruits, whether
native or exotic, condition that puts it in the third position between the world's largest producers.
Fruits are consumed and appreciated all over the world, mainly by having attractive flavors and
refreshing aspect. In addition, they are considered natural sources of beneficial components to the
organism, such properties act in the fight against the anticarcinogenic and antimicrobial effects, the
capacity to prevent heart diseases, disturb of the digestive system and osteoporosis. The cashew
(Anacardium occidentale L.) object of this study belongs to the family Anacardiaceae, its
production is concentrated in the tropical region of the planet and is distribuited in various countries
such as Brazil, India, Mozambique, Tanzania, Kenya, Vietnam, Indonesia and Thailand. In Brazil,
its production is concentrated in the Northeast region mainly the states of Piaui, Ceara and Rio
Grande do Norte. The fruit processing industries generate residues that could have a beneficial
purpose to the environment, since these residues have a high commercial value when subjected to
treatments that, in addition to the source of organic matter, may serve as a source of proteins,
enzymes, bioactive compounds and other recoverable products being one of the bases for our
research with cashew residues. Polyphenols have also become interesting for technological and
food purposes, since they can be applied as antioxidants or antimicrobial agents. Being of industrial
interest since its residues are considered to be renewable raw material, abundant, available and
cheap for the production of aggregate value compounds such as polyphenols. The use of solid state
fermentation (FES) appears as a viable alternative to add value to the residues originated from fruit
processing, these residues have been used as substrate for the production of bioproducts, and at the
same time are used as a source of carbon and solid support for the growth of the microorganism,
since it find favorable conditions for its growth. The response surface methodology (RSM) is a
collection of statistical tools used to optimize complex processes that are affected by a number of
variables and is widely used to optimize extraction conditions. The main advantage in using this
methodology is the reduction of the number of experiments required to evaluate the parameters to
be studied, as well as their interactions, in comparison to empirical methods. Thus, in this study,
RSM was used to investigate the effects of process variables, including the proportions of solvents,
temperature and time of extraction and incubation for total phenols extraction and determination of
antioxidant activities in cashew agroindustrial residues (Anacardium occidentale L.).

Keywords: agroindustrial residues, cashew, solid-state fermentation, microorganisms,
phenolic compounds, antioxidant activity and experimental planning.
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1. INTRODUCAO

Dentre suas riquezas naturais, o Brasil possui uma grande diversidade de frutas tropicais,
quer sejam nativas ou exoticas. Assumindo a posi¢do de terceiro maior produtor mundial de frutas
(Forestry et al., 2016; Uekane et al., 2017), A producdo esta destinada principalmente ao mercado
externo. Sua producdo é favorecida, sobretudo, por sua vasta extensdo territorial e clima favoravel,
com destaque para a producdo de laranja, banana, abacaxi, melancia e maméo, somando uma
producdo de aproximadamente 43 milhdes de toneladas de frutas frescas em 2015 (Forestry et al.,
2016).

As frutas sdo consumidas e apreciadas em todo o mundo principalmente por conter
fitoquimicos benéficos ao organismo (Singh et al., 2015; Guedes et al., 2016). Sdo constituidas de
fibras alimentares, compostos antioxidantes, vitaminas, minerais (potassio, ferro, manganés,
magnésio, calcio, fésforo, etc.) e outros componentes benéficos para o organismo. (Sanchez-
Gonzalez et al., 2011; Kchaou, Abbes et al., 2014). As propriedades das frutas atuam no combate
aos efeitos anticarcinogénicos, efeitos antimicrobianos e a capacidade de prevenir doencas

cardiacas, doencas do sistema digestivo e osteoporose (Kristl et al., 2011; Séjka et al., 2015).

O Caju (Anacardium Occidentale L.) Objeto deste estudo pertence a familia Anacardiaceae,
sua producdo esta concentrada na regido tropical do globo e é difundido em varios paises como 0
Brasil, india, Mogambique, Tanzénia, Quénia, Vietnd, Indonésia e Tailandia (Betiku, Emeko, &
Solomon, 2016; Muller-Maatsch et al., 2016; Mdller-Maatsch et al., 2016). No Brasil, a producao
estd concentrada na regido Nordeste principalmente nos estados do Piaui, Ceard e Rio Grande do
Norte (Almeida et al., 2014; Boeing et al., 2014; Figueirédo et al., 2016).

O fruto do caju é bastante consumido in natura, seu consumo preferido é na forma de suco,
com acucar. Contém vitamina C e outras substancias antioxidantes. Além do suco, é também
comercializado como polpa congelada (Embrapa 2016). A castanha, o principal produto do
cajueiro, representam apenas 10% do peso total do produto colhido (Cardonaet al 2013), é uma rica
fonte de Proteina, carboidratos e triglicérideos (Oliveira et al, 2016).

As industrias de beneficiamento de frutas geram residuos que podem ter uma finalidade
benéfica aos geradores e a0 meio ambiente, uma vez que esses residuos apresentam elevado valor
comercial quando submetidos a tratamento adequado, além dissso eles podem servir como fonte de
proteinas, enzimas, compostos bioativos, 6leos essenciais e outros produtos passiveis de
recuperacdo (Paladines et al.,2016; Prakash et al., 2016; J. P. Singh, Kaur, Shevkani, & Singh,
2016; Kumar et al., 2016; Zhang et al., 2017).



Os polifendis  presente nos residuos tornaram-se também interessantes para fins
tecnolégicos e alimentares, uma vez que podem ser usados como antioxidantes ou agentes
antimicrobianos (Nile & Park, 2014). Esses residuos sdo considerados uma matéria-prima renovavel
abundantemente disponivel e barata para a producdo de compostos de valor agregado como 0s

polifendis (Nakagawa et al., 2015; Zunino et al., 2012).

A fermentacdo em estado sélido (FES) é uma alternativa viavel para agregar valor aos
residuos originados do processamento agroindustrial. Esses residuos vém sendo empregados como
substrato para a producdo de bioprodutos e ao mesmo tempo serve como fonte de carbono e suporte
solido para o crescimento do microrganismo (Arun & Sivashanmugam, 2017). Todas essas
consideracGes direcionam para a importancia de realizar estudos que nos proporcionam conhecer o
potencial antioxidante do residuo agroindustrial do peseudofruto do caju na perspectiva de utiliza-
los como fonte de antioxidante natural. Dessa forma, este trabalho teve com objetivo avaliar a
producdo de compostos bioativos produzidos através da fermentacdo em estado sélido usando o
fungo Peniculium roquerforti ATCC 10110 em residuo de caju e a determinacdo da atividade
antioxidante dos extratos in natura e fermentado usando os métodos de DPPH e ABTS". Buscando
determinar as melhores condi¢cdes de proporcbes de solventes, tempo e temperatura de extracao,
tempo e temperatura de fermentagdo, realizamos trés planejamentos experimental (01)
planejamento de misturas para determinar as melhores proporcbes entre os solventes (02);
planejamento fatorial de trés niveis para otimizar o tempo e temperatura (03) um planejamento

Doehlert para as condi¢Bes de tempo e temperatura de fermentacéo.
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2. OBJETIVOS
2.10bjetivo Geral

Avaliar a producdo de compostos bioativos atraves da fermentacdo em estado solido usando o fungo

Penicilium roquerforti ATCC 10110 em residuo da agroindustria do caju.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1- Utilizar os residuos provenientes do processamento do pedunculo do caju oriundo das
industriais de polpa das regides Sul e Sudoeste da Bahia para o processo de fermentacéo;
2.2.2- Estudar as concentragdes de solventes, tempo e temperatura para a maxima extracao
de compostos fenolicos;

2.2.3- Determinar o tempo e temperatura adequada para a fermentacdo dos substratos;

2.2.4- Determinar o teor de fendlicos totais dos extratos através do método colorimétrico de
Folin-Ciocalteau;

2.2.5- Avaliar a Concentracdo eficiente (CEso), a Porcentagem de Sequestro do Radical
Livre (%SRL) e a Atividade Antioxidante Total (AAT), utilizando o teste da atividade
sequestradora do radical DPPH e ABTS".

2.2.6- Realizar atividade antifungica e cototdxica dos extratos in natura e fermantados.
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Potencial Uso Biotecnologico do Bagaco do Pseudofruto do Caju

FELIX, A.C.S.; SERAFIM, E.J.; ALVAREZ, L. D. G; ROCHA, M. P.;
SANTANA, R. A;; SILVA, S.S; NASCIMENTO JUNIOR, B. B

Potential Biotechnological use of Cashew Pseudofruit Bagasse

Abstract

Brazil is among the most important world fruit producers being the third largest, leaving behind only
countries like China and India, with a production of approximately 42 million tons year. Due to this intense
agricultural activity this condition also places it as one of the biggest generators of waste, and agribusiness
is one of the sectors of the fastest growing economy. The Northeast region has a special predominance in
agribusiness focused on cashew, in this region the cashew chain generates waste that can be reused. The
Cashew pseudofruit is an abundant by-product generated by the juice industry, which can be used for the
production of phenolic compounds with high added value. The full utilization of cashew (Anacardium
occidentale L) is a goal to be achieved since the nut industry considers it as a residue and in bulk the
pseudofruit represents 90% of its weight. In this context, the use of the fermentation can be advantageous to
the possibility of using this type of residue as a substrate. The microorganisms that have been used for this
purpose include fungi and yeasts, the products obtained through fermentation with the use of such residues
are diverse, such as phenolic compounds and enzymes of the most varied. Thus, the objective of this work
was to make a brief survey of the cashew production chain, seeking information about its agroindustry,
waste generated and the possibility of using this biomass. The results suggest that the bioprocess is a
promising alternative for the destination of this rich biomass that has potential for the generation of
bioproducts.

Keywords: Agroindustrial waste, cashew, solid state fermentation, microorganisms and antioxidant
phenolic compounds.

Resumo

O Brasil esta entre os mais importantes produtores mundiais de frutas sendo o terceiro maior, ficando atras
apenas de paises como China e india, com uma producéo de aproximadamente 42 milhdes de toneladas ano.
Devido a essa intensa atividade agricola ,um dos maiores geradores de residuos sendo que o agronegécio é
um dos setores da economia que mais cresce. A regido Nordeste tem uma predominancia especial no
agronegaocio voltado para a cultura do caju (Anacardium occidentale L). Nesta regido, a cadeia de cajueiros
gera residuos passivel de reutilizacdo. O pseudofruto do caju ¢ um subproduto abundante gerado pela
indUstria de sucos, que pode ser usado para a produgdo de compostos fenélicos com alto valor agregado. O
aproveitamento integral do caju é uma meta a ser alcangada uma vez que a industria da castanha o
considera como um residuo sendo que em massa o pseudofruto representa 90% do seu peso. Nesse contexto,
0 uso da fermentagdo pode ser vantajoso aliado a possibilidade da utilizacdo desse tipo de residuo como
substrato. Os microrganismos que tém sido utilizados para este fim incluem fungos e leveduras, os produtos
obtidos através da fermentagdo com o uso desses residuos sao diversos, como compostos fendlicos e enzimas
das mais variadas. Assim, objetivo desse trabalho foi fazer um breve levantamento da cadeia produtiva do
caju, buscando informacdes sobre sua agroindustria, residuos gerados e possibilidade da utilizacédo dessa
biomassa. Os resultados sugerem que o bioprocesso é uma alternativa promissora para o destino dessa rica
biomassa que tem potencial para a geracao de bioprodutos.

Palavras-chave: Residuos agroindustriais, caju, fermentacdo em estado sélido, microrganismos e
compostos fendlicos antioxidantes.
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1.Introducéo

O Brasil estd entre 0os mais importantes produtores mundiais de frutas sendo o terceiro
maior em producdo, ficando atras apenas de paises como China e India, com uma producéo de
aproximadamente 42 milhdes de toneladas ano. Isto é devido a fatores com clima favoravel, vasta
extensdo territorial e a grande diversidade de frutas.!. Além dos fatores ja mencionados, ha uma
crescente demanda em funcdo da populacdo esta buscando uma alimentacdo mais saudavel e
balanceada, de modo que o setor vem crescendo gradativamente e ganhando uma
representatividade cada vez maior na agroindustria.

O agronegocio brasileiro € um dos setores da economia que mais se expande, resultado da
maior profissionalizacdo do setor, irrigacdo, novas tecnologias, bem como expanséo e consolidacéo
da fronteira agricola (OECD-FAO Perspectiva agricola 2015-2024).2 O Nordeste do Brasil tem uma
predominancia especial nesse agronegdcio. Nessa regido, a producgdo de caju gera cerca de 200 mil

toneladas de castanha e dois milhdes de toneladas do pseudofruto. O uso industrial do caju gera
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residuos fibrosos que sdo comumente reutilizados para enriquecer a alimentacdo animal ou
descartados, devido a falta de uso dessa biomassa. **

De acordo com os dados da Organizacao das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentacédo
(FAO), a producdo mundial de caju em 2016 totalizou 2.001.301 toneladas sendo que sua producéo
esta concentrada na regido tropical do Brasil, india, Mocambique, Tanzania, Quénia, Vietna,
Indonésia e Tailandia.> A maior producdo do pseudofruto foi registrada no Brasil, atingindo um
total de 1.805.000 toneladas, equivalente a mais de 90% da producdo mundial total em 2016 (FAO).

O aproveitamento do pseudofruto do caju ocorre das mais variadas formas, como no
consumo in natura ou ainda na fabricagdo de sucos, sorvetes, cajuina, vinho, licor, doces,
hamburgueres e muitos outros produtos. As industrias de polpas e sucos geram residuos conhecidos
popularmente como bagaco de caju ou fibra, que, em geral sdo reaproveitados para enriquecimento
da racdo animal ou descartados. ® As formas de aproveitamento do pseudofruto do caju e seus
residuos, gerados na industria de processamento, sdo alvo de pesquisas que visam beneficiar esses
constituintes e a0 mesmo tempo proporcionar uma alternativa de manejo seguro para esses residuos,
diminuindo dessa forma o volume descartado no ambiente.

A composicdo quimica do bagaco de caju é composta principalmente de polissacarideo e
outros compostos organicos.” Devido a essa composicéo, esses residuos podem ser utilizados como
matéria-prima em processos biotecnolégicos, principalmente aqueles relacionados ao crescimento
de microrganismos. O uso de residuos alimentares em processos fermentativos tem atraido a
atencdo de muitos pesquisadores, principalmente agueles interessados na obtencdo e no aumento de
compostos bioativos. 813

De modo geral as frutas sdo constituidas de fibras alimentares,agua,carboidratos, compostos
antioxidantes, vitaminas, minerais (potéassio, ferro, manganés, magnésio, calcio, fésforo), dentre
outros componentes benéficos para o organismo 4. As propriedades das frutas atuam no combate
aos efeitos anticarcinogénicos, efeitos antimicrobianos e atua na prevencao de doencas cardiacas,
doencas do sistema digestivo e osteoporose.'®1” Em particular os beneficios do caju e seus residuos
estdo ligados principalmente as suas atividades biol6gicas que atuam na prevencdo e reducdo de
doencas cardiacas, do sistema digestivo, osteoporose, cancer, doenca de Alzheimer, catarata e
Parkinson. 18

As Industrias Alimenticias, sobretudo a Fruticultura geram subprodutos, que se
reaproveitados poderiam ser benéficos para as industrias e a0 meio ambiente, uma vez que esses
residuos apresentam elevado valor comercial quando submetidos a tratamentos adequados de
reutilizacdo, além de fonte de matéria organica, servem também como fonte de proteinas, enzimas,
compostos bioativos, 6leos essenciais e outros produtos passiveis de recuperagdo, 2 sendo a

principal composicéo das frutas e seus residuos fendlicos, flavonoides e acidos. 24
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A crescente preocupacdo com o Meio Ambiente juntamente com o desenvolvimento de
novas tecnologias visando a sustentabilidade do sistema de producdo, abre espagos para o
desenvolvimento de novos mecanismos que buscam reaproveitar os residuos agroinddstrias, uma
vez que ao longo da cadeia produtiva, uma série de residuos sdo produzidos. Que podem ser
reaproveitados com o uso da fermentacao em estado solido (FES), esses residuos vém sendo usados
como substrato para a producio de bioprodutos.  Os fungos crescem na natureza em substratos
solidos condigdo que os coloca como uma biotecnologia promissora para a promossa da reciclagem
dessa biomassa, 2> minimizando dessa forma os possiveis danos ambientais causados por eles. 2

Considerando o grande volume de residuos gerados ap0s o processamento industrial do caju
e a demanda da industria alimenticia e farmacéutica por compostos bioativos de fontes naturais, o
presente trabalho propds uma revisdo, como objetivo avaliar o uso dos residuos da agroindustria do
caju, considerando-se que a agroindustria geram residuo com elevado valor nutricional e compostos
essenciais para o bom funcionamento do organismo, uma vez que 0S compostos extraidos deste

apresentam propriedades que atuam no combate e prevencao de muitas doencas.

2. Aspectos da producao e economia do pseudofruto do caju

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) é uma &rvore perene, tropical, amplamente
cultivadas nas regides Sul, Centro do globo, América do Norte, Asia e Africa, que consiste em
cerca de 75 géneros e 700 espécies.?’?° Na regido Nordeste do Brasil , essa cultura vem ganhando
maior importancia socioecondmica.’®3! O caju é consumido em todo mundo sendo os maiores
consumidores os EUA, Japao, China, Emirados Arabes e Cingapura (CODEX 2016). 32

O caju é a Unica espécie do género Anacardium para o qual frutos e pseudofrutas sdo
comercialmente valorizados. No Brasil, a cultura do caju tém grande relevancia socioeconémico,
pois cerca de 10% da producdo é destinada a producdo de suco, considerado um dos sucos mais
populares e é amplamente aceito pela populacdo, devido ao seu sabor suave e adstringente.O caju
desempenha uma enorme contribuicdo social em muitos paises em desenvolvimento, onde milhares
de familias vivem do seu cultivo.®

A agroindustria do caju ao longo de sua cadeia produtiva e nas etapas de beneficiamento
gera uma grande quantidade de residuos, ricos em compostos bioativos sendo uma grande fonte de
antioxidante natural, no entanto o uso desses residuos ainda é limitado principalmente pela sua
rapida degradacdo.3* Esses residuos tém sido alvo de diversos estudos que visam o seu
reaproveitamento, uma vez que estes quando ndo utilizados para alimentagdo animal ou como
fertilizante, sdo descartados inadequadamente ao ar livre ou em rios, contaminando o meio

ambiente3 3637
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A producéo de polpas e de sucos é uma das maiores fontes de residuos (90-94%) produzidas
pela industria que pode desencadear sérios problemas ambientais. Tais residuos, constituidos por
cascas e bagacgo integral, sdo gerados todos os anos e sd@o pouco valorizados ou descartados
inadequadamente em solos e rios®. Com base em pesquisas relacionadas ao tema, pode-se perceber
que, esses materiais sdo considerados fontes de alimentacao renovaveis abundantemente disponiveis
e baratas para a producéo de compostos de valor agregado, como os polifendis. 3 4

A producéo de caju é significativamente relevante para alguns paises como o Brasil, no
entanto a maior fonte de renda dessa agroindustria vem da comercializacdo da castanha da fruta,
0 que surge como busca de alternativas para o destino do residuo produzido pelo fruto devido a
sua composicgédo rica em nutrientes de valor industrial reconhecido, a produgdo de compostos de
maior valor agregado pode ser vidvel e ambientalmente benéfica para este setor agroindustrial, e

pode até contribuir com outros setores da producdo como alimenticio e farmacéutico.

3. Produtos do beneficiamento do caju

Do caju, basicamente tudo se aproveita, o fruto, a castanha que € o principal produto que
tem o maior valor comercial, a pele que recobre a améndoa rica em taninos, utilizado na industria
quimica para a producdo de vernizes e tintas. JA o pseudofruto é processado por industrias ou
minifabricas para extracdo de suco, polpa, cajuinas, xarope, doces e bebidas alcodlicas, 442 O
pseudofruto também pode ser aproveitado para a fabricacdo de doces e atualmente esta sendo usado
na alimentagdo animal, além de que o caju inteiro também € comercializado in natura em feiras e
supermercados.*®

Em peso, o caju é composto por 10% da castanha e 90% do pseudofruto, novos produtos
derivados do caju estdo sendo desenvolvidos em instituicdes de pesquisa, como hambdrgueres,
bolos, pastelarias, barras de cereais, entre outros.** A fabricacdo e consumo de produtos
provenientes dessa fruta, proporciona uma rica fonte de fibra, vitamina C e carotenoides, que
poderia fornecer alternativas de utilizacdo, além da possibilidade de diversificar a dieta da
populacéo, apresentando uma opcao valiosa para o reaproveitamento desta importante biomassa. *°

O agronegdcio do caju envolve varios segmentos nos seus diversos produtos, no entanto, a
industrializagdo pode ser dividida em dois grandes polos: o de beneficiamento da castanha e o da
transformacéo do pesuodofruto do caju. Vale ressaltar ainda que cerca de 1.8 milhGes de toneladas
de caju sdo anualmente processadas para retirar a castanha e mais de 80% dos pseudofrutos sdo
descartados apds a remogao da castanha, sendo este uma grande gerador de residuo. 6 Os produtos
do caju possui uma grande perspectiva de crescimento no mercado brasileiro e mundial, uma vez

que uma gama de produtos que podem ser obtidos com o seu beneficiamento. 4’
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4. Importancia do cajueiro para a regido Nordeste do Brasil

O cajueiro € considerado uma das culturas de maior importancia socioeconémica para 0
Nordeste do Brasil, sendo cultivado principalmente nos Estados do Ceard, Rio Grande do Norte e
Piaui. O (Anacardium Occidentale L.) é uma planta nativa do Nordeste brasileiro com consideravel
capacidade adaptativa a solos de baixa fertilidade e a elevadas temperaturas. Devido a essas
caracteristicas, o cajueiro se tornou uma importante fonte de renda para os estados do Nordeste,
principalmente para aqueles que possuem regides semiaridas.

Dentre as espécies frutiferas nativas do Nordeste, destaca-se 0 cajueiro (Anacardium
Occidentale L.), pois ele possui elevada potencialidade tanto para o consumo fresco do pseudofruto,
quanto para o processamento industrial. Sao inimeros os produtos obtidos a partir do pseudofruto,
tais como, 0s sucos, refrigerantes, cajuina, doces, geleias, farinhas e bebidas alcoodlicas. Partes
destes produtos sdo industrializados, sendo o Brasil o pioneiro no seu aproveitamento. 4

De acordo com os dados dos principais 6rgdos de pesquisas na agroindustria, Secex 2014,
IBGE 2015 e Conab 2015, a cultura do cajueiro é explorada por aproximadamente 195 mil
produtores, sendo que aproximadamente 75% deles sdo pequenos produtores, com areas inferiores a
20 hectares. Na cadeia produtiva do caju, estima-se a geracdo anual de cerca de 250 mil empregos
diretos e indiretos, cuja importancia € ainda maior devido a época de maior demanda de méo de

obra (colheita) coincidir com a entressafra das culturas anuais de subsisténcia. 4°

5. Fermentacdo em estado sélido e suas aplicagdes

A fermentacdo em estado solida (FES) é descrita na literatura como a fermentacdo em que o
crescimento de microrganismos em substratos solidos ocorre na auséncia de agua sob a forma livre.
A FES é considerada mais natural do que outros tipos de fermentacao, porque 0s seus processos sao
semelhantes as condicdes sob as quais a maioria dos microrganismos cresce na natureza. °->°

Portanto, quando se trata de fungos filamentosos, a (FES) oferece vantagens sobre outros
cultivos, sendo uma tecnologia em potencial para a obtencdo de produtos microbianos. FES surgiu
COMO UM processo vantajoso em relagdo as outras formas de fermentacdo, *® sobretudo para o
reaproveitamento dos residuos agroindustrial que representam um grande potencial para uso em
processos biotecnologicos, a obtengdo de compostos usando a fermentacdo em estado sélido (FES),
permite 0 uso dos rejeitos da agroindistria quem sem esse reaproveitamento seriam mais uma fonte

de contaminagio do meio ambiente .>"°8
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A FES tem sido usada como uma das alternativas para a producdo de compostos visando
aumentar o seu conteido. * As condigles usadas no processo e 0s microrganismos usados
favorecem a producdo de varios produtos de valor agregados, como enzimas, etanol, acidos
organicos, vitaminas do complexo B, pigmentos, aromas dentre outros, %6

No Brasil, existem inimeros residuos agroindustriais favoraveis ao desenvolvimento de
bioprodutos, sendo o residuo do caju um deles, que é uma matriz que apresenta em sua constitui¢ao
diversos fitoquimicos passivel de extracdo sendo um residuo de grande potencial biotecnoldgico,
com estimativa de perda de mais de 80% do pseudofruto®. Sendo dessa forma, um residuo passivel
de reaproveitamento devido a sua composicdo nutricional contendo compostos fenolicos,
flavonoides, taninos, agticares como glicose e xilose e acido ascorbicos. 6 ¢

Recentemente, foi dada maior atencdo a esses materiais como matéria-prima renovavel
abundantemente disponivel e barata para a producdo de compostos de valor agregado como 0s
polifenois.®? Estes compostos conferem aos residuos como atividades antioxidantes, antibacterianos,
anti-mutagénicos, anti-inflamatorios e anticancerosos.®*%’A Fermentacdo em Estado Solido tem
recebido elevada credibilidade nos ultimos anos nas industrias biotecnoldgicas devido as suas
possiveis aplicacbes na producdo de metabolitos secundarios biologicamente ativos, aliado a
possibilidade de reaproveitamento de diversas matrizes sélidas.®?

Desde os tempos remotos o uso da fermentagdo tem grande importancia na vida das pessoas,
sendo usada para obter produtos benéficos para a humanidade, dentre as suas multiplas aplicagdes
estd a producdo de alimentos. A FES tem atraido bastante atencdo dos pesquisadores em
comparacdo com outras técnicas de fermentacdo, principalmente por sua facilidade no
aproveitamento da matriz solida. Este processo tem sido usado princpalmente para a producédo de
alimentos,por exemplos o Penicillium roqueforti ¢ usado na producéo de queijo.%®

Os residuos sélidos s&o ricos em proteinas, minerais, polifendis, flavondides, etc.% Eles sdo
de especial interesse para 0 uso como substrato em fermentag¢fes, uma vez que eles possuem alta
concentracdo de conteudo de agUcares, vitaminas e minerais. Entre os residuos estdo polpa citrica,
bagaco de macd, bagaco de trigo, semente de jaca, pseudofruto do caju, entre outros descritos.
Diversos trabalhos tém confirmado o crescimento de diferentes generos de fungos nesses residuos,
tais como, Rhizopus, Phanerochaete, Aspergillus, Mucor, Penicillium, Neurospora entre outros.
Esses residuos constituem substrato apropriado para o cultivo de fungos e leveduras. "

6. Microrganismos utilizados na fermentacgdo de residuos

Os microrganismos tém um grande impacto no cotidiano das pessoas. Eles sdo usados para
obtencdo de uma infinidadade de produtos biotecnologicos benéficos para a humanidade, atuando

principalmente na producao de alimentos e bebidas. O uso de microrganismo na fermentagéo
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constitui um processo bastante promissor no reaproveitamento dos residuos da agroinddstria,
sobretudo, quando sdo usados para a produgdo de compostos com valor industrial ou farmacolégico.

Os fungos sdo microrganismos adaptaveis as mais variadas condi¢des ambientais, eles
crescem em condicBes de baixa atividade da agua, sendo favoravel para a fermentacdo do residuos
solidos uma vez que as condi¢cdes em que esses residuos se encontram na natureza favorecem o
crescimento de fungos, sobretudo os filamentosos, eles crescem em substratos solidos a exemplo de
pedacos de madeira, plantas, frutas, raizes e outras matérias organicas que oferecem condi¢es
adequadas para o crescimento desses microrganismos. '*

Os microrganismos que tém sido utilizados para este fim incluem principalmente os fungos
e leveduras.”>”™ Muitas espécies de fungos como Aspergillus sp., Rhizopus sp., Mucor sp.,
Penicillium roqueforti e Penicillium sp., tém sido referidos no processo de fermentacdo de queijo,
vinho de arroz, molho de soja,’*™ producdo de 4cido oxalico usando Aspergillus niger em suco de
caju '8, flavonoides, atividades antioxidantes.””’® Eles atuam no aumento da digestibilidade e
contetido probidticos em alimentos e bebidas.”®

Os fungos filamentosos sdo importantes para 0s processos biotecnoldgicos. Eles sdo
divididos em duas categorias principais: fungos filamentosos com impacto negativo, associado a
deterioracdo dos alimentos, -8 e aqueles com impacto positivo usado para obtencdo de produtos
crus, transformacgao de material (de origem vegetal ou animal).884 O P.roqueforti é particularmente
interessante neste contexto, uma vez que esta espécie pode pertencer a qualquer categoria de acordo
com a matriz de alimentos.

Penicillium roqueforti ¢ um fungo filamentoso amplamente utilizado no amadurecimento de
varios tipos de queijo, como roquefort, Gorgonzola, Stilton, Cabrales ou Danablu®. Além disso, os
fungos produzem diversos metabolitos secundarios, incluindo o composto meroterinenoide e a
rastina A, um composto antitumoral, eles produzem micotoxinas (como roquefortina C e PR-toxina)
e compostos bioativos como o acido micofendlico e a andrastina. 8

O Penicillium é amplamente utilizado na industria de laticinios devido a sua facilidade de
adaptacdo aos substratos fornecidos por esta industria. As espécies pertencentes a este género foram
submetidas a varios estudos basicos, e muitos pesquisadores observaram um grande potencial
biotecnoldgico decorrente dos metabolitos produzidos por esses fungos e que podem ser destinados
a diferentes ramos industriais. 8 O roqueforti ¢ uma das espécies pouco investigadas; No entanto,
tem algumas caracteristicas favoraveis a fermentacdo, que incluem bom desenvolvimento em
diferentes condicbes de pH e capacidade de usar uma variedade de compostos quimicos como

substrato, incluindo pentoses e hexoses.®

7. Compostos fenolicos
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Os compostos fendlicos caracterizam-se pela presenca de um anel aromético contendo uma
ou mais hidroxilas, que lhes confere propriedade antioxidante. S8o o0s principais grupos de
fotoquimicos encontrados em plantas, frutas e seus residuos. Sdo os antioxidantes mais comuns e
importantes na dieta humana. 8% Esses compostos representam um grupo de metabolitos
secundarios geralmente envolvidos na defesa contra a radiacdo ultravioleta, patogenos e outros
fatores ambientais % %2,

Os principais grupos sdo os acidos hidroxibenzéicos, acidos hidroxicinamicos, acidos
fenilacéticos, flavonodides e taninos condensados. Os flavonoides constituem o maior grupo, com
mais de 4000 compostos identificados, eles sdo conhecidos como 0s principais responséveis pela
capacidade antioxidante em frutas. % A presenca de compostos fendlicos em frutas e seus residuos,
Ihesconferem propriedades nutracéuticas, esses residuos possuem um enorme potencial nas
industrias alimentar, farmacéutica e cosmética. Além disso, os polifendis tém potencial como
aditivos para a producéo de industrializados. % Eles incluem uma série de metabélitos que podem
ser divididos em diferentes grupos, isto €, flavonoides (antocianinas, flavondis, flavonas ou
isoflavonas), &cidos fenolicos, taninos e estilbenos . % Varios destes compostos sdo encontrados na
natureza como glicosidos, ésteres ou éteres metilicos. %

A utilizacdo de cpmpostos fendlicos € interessante devido as suas atividades antioxidantes
que reduz o estresse oxidativo. " O uso de antioxidantes derivados de fontes naturais esta ganhando
atencdo devido a seus comprovados beneficios a saude, que incluem prevencdo de doencas
cardiovasculares e inflamagbes. % Eles tém sido associados a inGimeros efeitos sobre a satde
humana, devido aos seus poder antioxidante, antibacterianos, anti-mutagénicos, anti-inflamatérios e
anticancinogénica. °1% A medicina pupular ja utiliza os compostos do caju no tratamento de varias
doencas, tais como ulceras bucais, distdrbios intestinais, dispepsia, diabetes, dor de garganta, asma,
bronquite e doencas inflamatérias, sendo que o seu 6leo é considerado um remédio popular para
ulceras cancerosas, elefantiase e verrugas.0t 102

Os compostos fendlicos sdo comumente encontrados em plantas e produtos derivados como
baga, maca, citricos, cacau, uva, cebola, azeitona, tomate, brocolis, alface, soja, gréos e cereais,
chéas verdes e pretos, grdos de café e vinhos. Frutas como o acai, acerola, caju, camu-camu, abacaxi
e tapereba, sdo ricas fontes de vitaminas hidrossolGveis, fitoesterdis e compostos fendlicos. 103104
Atualmente, as frutas estdo sendo valorizada como uma 6tima fonte de componentes bioativos,
como polifendis. O caju, por exemplo, possui alto teor de polifendis e varios estudos tem relatado
essa propriedade. 10° 106, 107,108

Nos vegetais os polifendis compreendem o0 maior grupo dentre os compostos bioativos,

sendo subdivididos em classes, de acordo com a estrutura quimica. 1° Em caju e seus subprodutos
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os principais fenolicos encontrados sdo os carotenoides encontrados no suco e pseudofruto, acido
ascorbico, carotenoide e antocianina determinados por Silva e colaboradores (2013). Em estudo
com pseudofruto e cardanol que foi estudado por Mahata em colaboradores (2014) em casca de

castanha de caju. Como mostra a tabela 01.

Tabela 01: Principais grupos de fendlicos encontrados em caju e seus residuos

Fendlicos Matriz Ano de publicacdo Referencias
Carotenoides Subproduto do suco 2013 (110)
Carotenoides Maca de caju 2016 (111)

Acido ascorbico, Carotenoide e Pseudofruto de caju 2013 (112)
antocianina.

Carotenoides Pseudofruto de caju 2015 (113)
Cardanol Casca de castanha de caju 2014 (114)

Figura 01-Estrutura dos principais grupos fenoélicos e constituintes presentes em caju e
derivados.
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Estruturageral das antocianinas
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7.1 Compostos fendlicos Antioxidantes

Os compostos bioativos antioxidantes sdo alvo de varios estudos devido a suas atividades
bioldgicas comprovadas no combate ao envelhecimento celular e as doencas degenerativas tais
como o cancer, doencas cardiovasculares e diabetes. Como resultado desses beneficios, hd um
grande interesse na substituicdo dos antioxidantes sintéticos pelos naturais extraidos de plantas e
frutas. E valido ressaltar que os compostos bioativos estdo fortemente correlacionados com a
capacidade antioxidante das frutas, uma vez que amostras com maior teor de compostos bioativos
consequentemente apresentam maior capacidade antioxidante, como constatado por Canuto e
colaboradores (2010)%°, em estudo realizado com frutas da regido Amazonica.

Os compostos bioativos presentes nesses residuos tem propriedades quimicas diferentes e
apresentam polaridades que dependem de suas estruturas. A polaridade afeta o processo de extragdo

de compostos bioativos, portanto, o tipo de matriz, o tempo e a temperatura utilizados no processo
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podem influenciar a eficiéncia da extracdo desses fotoquimicos bem como sua a atividade bioldgica.
116 A combinagéo de solventes com diferentes polaridades e o uso de pelo menos dois ciclos de
extragdo foram recomendados para uma extracéo eficiente de fitoquimicos em caju 7.

Os compostos bioativos extraidos das frutas e seus residuos apresentam atividades benéficas

a salde, 118

no entanto suas concentragdes nos extratos podem variar muito de acordo com a matriz
de alimentos estudada e a tecnologia aplicada para a extracdo!®. Eles também sdo importantes para
a pigmentacdo das células de plantas, ou seja, antocianidinas, sendo responsaveis pelas cores
vermelho, azul, violeta, laranja e roxa. ° Os polifenois sio de grande interesse para a industria,
pois fornecem as caracteristicas primarias aos seus produtos, além das propriedades sensoriais,
estudos tém sido focados nos beneficios relacionados a sade uma vez que os polifendis sdo ricos

em compostos bioativos e fitoquimicos benéficos a satide humana 121122,

8. Concluséo

A utilizagdo de residuo da agroinddstria € um indicativo muito importante para a obtencéo
de compostos benéficos a saude e ao meio ambiente. Assim, neste presente trabalho de revisdo
procuramos apresentar de forma sistematica 0s mais recentes avancos no estudo da Fermentacdo em
Estado sélido visando a obtencdo de compostos bioativos usando os residuos da agroindustria,
mostramos também dados recentes sobre a producdo e economia do caju. Os trabalhos analisados
mostra que é possivel utilizar esses residuos na producdo de compostos bioativos uma vez que eles
apresentam um alto valor nutricional.

Os microrganismos apresentam um elevado potencial na producdo de compostos bioativos,
que podem ser explorados, uma vez que existe um déficit de estudos utilizando o processo de
fermentacdo dos residuos do caju, a literatura ja descreve o uso de diversos fungos no
aproveitamento dos residuos de frutas, sendo este um campo de estudo bastante promissor, sobre
tudo os oriundos da agroinddstria do caju.

A crescente preocupagdo em minimizar o impacto da acdo humana sobre o meio ambiente ja
torna a fermentacéo de residuos de frutas com microrganismo um campo bastante promissor. Aliado
a possibilidade de se produzir compostos bioativos com aplicacdo industrial com uso de matéria
prima que antes seria descartada. Com o levantamento das informagdes expostas durante esta
revisao, observa-se que a utilizacdo de residuos da agroindustria como fontes de carbono para o
crescimento de fungos, gera uma vasta possibilidade para a producdo de novos compostos com
aplicacdo industrial. Portanto estas investigacdes levam a novas perspectivas e novas ideias sobre a

utilizacdo dos mais variados residuos proveniente da agroindustria do caju.
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Abstract:

Cashew apple (Anacardium occidentale L.) bagasse is a waste from the production of cashew apple
juice and is generated in large quantities by the pulp juice industry. This is the first time in which
such conciliation between cashew apple bagasse and antioxidant total phenolics content was
performed. Thus, such a study may provide alternatives for the use of this biomass. The process
conditions for the extraction of total phenolics were defined using a centroid-simplex mixture
design to find the optimal concentrations of the solvents. Next, a three-level factorial experimental
design was applied to evaluate the influence of the variables time and extraction temperature. The
best combination of the variables for increasing the yield of total phenolics content and antioxidant
activity was obtained with 60% water, 30% acetone and 10% ethanol for 2 h, at 35°C. The vyield
maximum of total phenolics content found was 343.34+34.76 mg GAE/100 g. The antioxidant
capacities were determined by the DPPH and ABTS methods were 5.170.91+305 g/g of DPPH and
13.6+1.8 uM Trolox/g respectively. The study revealed that cashew apple bagasse is a rich source
of antioxidants and can be considered an important alternative natural biomass which is cheap for
application in bioprocesses.

Keywords: Cashew apple, total phenolics, antioxidant activity, biomass, experimental designs

1. Introduction

Cashew (Anacardium occidentale L.) is an important tropical tree crop native to Brazil,
which consists of about 75 genera and 700 species; nowadays, it is widely grown in tropical regions
of South, Central and North America as well as in Asia and Africa (de Figueirédo et al., 2015). The
cashew apple is an edible pseudo-fruit developed from the peduncle and is nutritive, juicy and
astringent. According to the Food and Agriculture Organisation of the United Nations (FAO, 2017),
the world production of cashew apples in 2016 amounted to 2,001.301 metric tons; its production is
concentrated in the tropical region of the globe and is widespread in Brazil, India, Mozambique,
Tanzania, Kenya, Vietnam, Indonesia and Thailand (Betiku et al., 2016).

The highest production of cashew apples was recorded for Brazil, reaching a total of
1,805.000 tons, which is equivalent to more than 90% of the total world production in 2016. In
Brazil, cashew apples have socioeconomic relevance because about 10% of this production, which
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represents around 180.500 t/year is aimed at agribusinesses of cashew pulp juice, considered one of
the most popular juices, and is widely accepted by the population, due to its mild, astringent taste
(FAO, 2017).

Moreover, cashew apples and their products contains significant amounts of phenolics
compounds generally related as antioxidant (Adou et al., 2012), which play an important role in
maintaining human health, since they have a preventive effect against various types of diseases such
as cancer, cardiovascular diseases, neuropathies and diabetes (Amara et al., 2015; Parihar et al.,
2015; Bagchi et al., 2014; Brito et al., 2007). Salicylic acid, p-cumaric acid and gallic acid are the
main phenolics acids found in cashew apples (Trevisan et al., 2006). Indeed, phenolics of food
plants have been reported to offer biological benefits, such as a reduced risk of cancer and
cardiovascular disease (Honorato et al., 2007).

Cashew apple bagasse is a large source of waste (90-94%) produced by the cashew juice
industry (de Albuquerque et al., 2015; Furtado et al., 2014). Such waste, consisting of seeds, peels,
husks, and whole pomace, among others, is generated every year and is poorly valued, left to decay
on the land or used only as a nutritional supplement in animal feed (Mussatto et al., 2011). This
limited use is a result of its rapid degradation, which makes it impossible to store, thus causing
serious environmental problems. The insufficient collection and improper disposal of this waste
may generate also a significant loss of biomass which could potentially be used to produce various
value-added metabolites. Despite the abundant literature on phenolics content in food, it is the first
time that a study involving the biomass potential of the cashew apple bagasse is reported.

Recently, increased attention has been given to these materials as abundantly available and
cheap renewable feedstock for the production of value-added compounds such as polyphenols (Lee
et al., 2013; Plaza et al., 2014). The phenolics compounds confer antioxidant, antibacterial, anti-
mutagenic, anti-inflammatory and anticancer activities (Jiang-ke et al., 2016; Mojzer et al., 2016;
Chang et al., 2016; Dinica et al., 2015; Song et al., 2015; Sanchez-Rangel et al., 2014; Tuberoso et
al., 2013). As a result, cashew apple bagasse may have great potential for bioprocess to obtain
fermented products with high economic value.

The chemical composition of the sample, the polarity of the solvents involved in the process,
and time and temperature are the crucial parameters affecting the extraction yield of the total
phenolics. Complete extraction is the goal to be achieved, but this is sometimes compromised by
the ability of the solvent to fully extract all of the compounds (Palma et al., 2015). A combination
of solvents, involving aqueous, alcoholic, ketonic, etc. systems, under different conditions of
interactions with the matrices, has been mentioned for the extraction of phenolic compounds in
various plant structures (Imeh and Khokbar, 2002). In such cases, mixtures of alcohol-water or

acetone-water are suggested (Stalikas, 2007).
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Experimental designs combined with response surface methodology (RSM) are a statistical
technique to determine the optimum values of independent variables, in order to achieve maximum
response and enable the user to investigate the interaction of individual variables, which is
considered more efficient than the traditional single parameter optimisation because of time, space,
and raw material savings (Altemimi et al., 2016; Flores-Martinez et al., 2016; Wang et al., 2015;
Gupta and Sood, 2015; Sousa et al., 2014). Therefore, the presence of total phenolics content and
antioxidant activity in cashew apple bagasse was investigated in this study using experimental

designs combined with RSM as the optimisation technique.
2. Materials and methods
2.1. Chemicals and reagents

Gallic acid monohydrate (98 %), sodium carbonate P.A, Folin & Ciocalteu’s phenol reagent,
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), ABTS, 2,2 azino bis (3-ethylbenzo thiazoline 6 sulfonic
acid), diammonium salt and Trolox (2,5,7,8-tetramethylchroman- 2-carboxylic acid) were
purchased from Sigma-Aldrich (S&o Paulo, SP, Brazil). Acetone P.A., distilled water and ethanol
95% P.A. were obtained from Vetec (Rio de Janeiro, RJ, Brazil). Methanol 99.8% P.A. was

purchased from Chemis (S&o Paulo, SP, Brazil).
2.2. Sample

The sample of cashew apple bagasse employed for the development of the extraction
method came from a local industry (Frutisol, Jequié, Bahia, Brazil). Bagasse was dried in a drying
oven (Solab SL 102, Piracicaba, Brazil) at 50°C for 72 h and ground in a Wiley knife mill (ACB
Labor, Sdo Paulo, Brazil) with a 20-mesh size screen until reaching granule size of 2 mm. The

powder obtained was stored at room temperature until further analysis.
2.3. Optimization for the extraction total phenolics content

Two experimental designs were carried out for the extraction of total phenolics content
present in cashew apple bagasse. The first, involving a mixture planning, evaluated the influence of
the proportions of the solvents, ethanol, acetone and water, setting the time and temperature for
extraction. Then, a 3-level factorial was applied to evaluate the influence of the time and

temperature variables on the extraction process.
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A second-order polynomial equation was used to fit the experimental data of the studied
variables. The generalised second-order polynomial model used in the response surface analysis is
shown in Eq. (1):

Y= JBI} + 25:118:' X:‘ + Z:{=1JB:':'X:': +Z:{=12?=i+1 ﬁi}'xi X.i" (1)

where Y is the predicted response, k is the number of variables, Bo, Bi, Bii and Bij are the
regression coefficients for intercept, linear, quadratic and interaction terms, respectively, and Xi,
and X are the independent variables (Bruns et al., 2006). The optimised conditions of the
independent variables were further applied to validate the model, using the same experimental
procedure as reported previously. Triplicate samples of the optimised proportion were prepared

and analysed.

2.4. Centroid-simplex mixture design

In order to find the optimum concentrations of the solvents ethanol, acetone and water in
the extraction of total phenolics present in cashew apple bagasse, we used the planning of
centroid-simplex mixture. The amount of sample used for each experiment was 10 g from the
same source, from the same batch. The extraction time was set at 2 h, extraction temperature at
25°C, stirring speed at 200 rpm, centrifugation rate at 5,000 rpm (1 206, equipped with ST-720m
rotor, Tecnal, S&o Paulo, Brazil) and 50 mL extraction solution containing the solvents ethanol,
acetone and water. The design consisted of 12 experiments, with 3 replicates at the central point.
The results were analysed through the response surface graph to obtain a region representing the

optimum concentrations of the solvents for maximum extraction of the total phenolics.

2.5. Three levels factorial experimental design

A level of factorial planning was applied to evaluate the influence of the extraction time
and temperature variables, at 3 levels. The design was composed of 11 experiments with three
replicates at the central point. The levels of the variables were: extraction time (1, 2 and 3 h) and
temperature (25, 35 and 45°C). The results were analysed through the response surface graph to
obtain a region representing the optimal time and temperature for maximum extraction of the

total phenolics.

2.6. Determination of total phenolics content

The total phenolics contents were determined according to the adapted Folin-Ciocalteu
method (Rebayal et al., 2014). Briefly, the extracts (0.5 mL) were mixed with 2.5 mL of Folin-
Ciocalteu reagent (1:10) and 2 mL of sodium carbonate solution (4%). The mixture was stirred

in a shaker incubator (Solab, SL 222, Piracicaba, Brazil); after stirring, the extract was
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centrifuged (1 206, equipped with ST-720m rotor, Tecnal, Sdo Paulo, Brazil) at 5,000 rpm at
25°C for 10 min and kept at 25°C for 2 h in the dark. The sample absorbance was measured by
spectrophotometer (UV-340G, Gehaka, Sao Paulo, Brazil) at 750 nm against a blank. Aqueous
solutions of Gallic acid were used as a standard and its calibration curve was used to extrapolate
the total phenolics content present in the sample. The results were expressed as milligrams of
Gallic acid equivalents per 100 gram of waste (mg GAE 100 g*). All measurements were
performed in triplicate.

2.7. Determination of antioxidant activity

The antioxidant activity was determined using the DPPH and ABTS methods. DPPH
was estimated using the method of Berset et al. (1995) with minor modifications. The solution
of DPPH (0.06 mM) was diluted with ethanol to obtain an absorbance of 0.70 £+ 0.02 units at
517 nm. The sample extracts (0.1 mL) were allowed to react with 3.9 mL of the DPPH radical
solution for 30 minutes in the dark, and the decrease in absorbance from the resulting solution
was monitored. The absorbance of the reaction mixture was measured using a
spectrophotometer (UV-340G, Gehaka, Sdo Paulo, Brazil) at 517 nm. All assays were carried
out in triplicate. The results were expressed as ECso (g g of DPPH), corresponding to the
sample concentration which reduced the initial absorbance of DPPH at 50%. For the ABTS
assay, the procedure followed the method of Evans et al. (1999) with minor modifications. The
ABTS radical cation (ABTS™) was generated by the reaction of 5 mL of aqueous ABTS
solution (7mM) with 88 pl of 140 mM potassium persulphate (2.45 mM final concentration).
The mixture was kept in the dark for 16 h before use and then diluted with ethanol to obtain an
absorbance of 0.70+0.05 units at 734 nm using a spectrophotometer (UV-340G, Gehaka, Sao
Paulo, Brazil). Next, 30 ul of the extract was added in 3.0 mL of diluted ABTS solution. After
the addition of 30 pl of extract, the absorbance at 734 nm was recorded at 6 min after mixing.
Ethanolic solutions of known Trolox (Sigma-Aldrich, Sdo Paulo, SP, Brazil) concentrations
were used for calibration and all assays were carried out in triplicate. The results were expressed

as UM Trolox g.

2.8. Statistical analysis

The analytical data obtained were subjected to analysis of variance (ANOVA) using a
completely randomised design. Experimental design and the statistical analysis were conducted
using the statistic software version 10 (Statsoft Inc.) with 95% of confidence level. The terms
statistically found to be non-significant were excluded from the initial model and the
experimental data were re-fitted only to the significant (p< 0.05) parameters. All determinations

were carried out in triplicate and the data recorded as averages and standard deviations.
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3. Results and discussion

3.1. Application of the experimental designs in extraction total phenolics content

3.1.1. Centroid-simplex mixture design

Table 1 shows the results obtained by applying a centroid-simplex mixture design matrix for the

extraction of total phenolics from cashew apple bagasse varying the concentrations of the solvents.

Table 1. Centroid-simplex mixture design matrix, real and encoded values (in parenthesis) applied for
optimization of the extraction total phenolic content from cashew apple bagasse residue.

Run Acetone Water Ethanol Total phenolic Total phenolic
concentration concentration concentration observed predicted
(%) (%) (%) (mg GAE 100 g%) (mg GAE 100 g})
01 (1) 100 0)0 (0)0 119.81+3.80 120.40
02 0)0 (1) 100 0)0 155.77+4.90 153.25
03 0)0 0)0 (1) 100 124.41+6.90 125.40
04 (1/2) 50 (1/2) 50 0)0 170.32+9.30 170.75
05 (1/2) 50 0)0 (1/2) 50 124.60+4.20 128.55
06 0)0 (1/2) 50 (1/2) 50 168.35+10.4 169.20
07 (2/4) 50 (1/4) 25 (1/4) 25 150.90+10.3 147.60
08 (1/4) 25 (2/4) 50 (1/4) 25 166.10+14.70 172.10
09 (1/4) 25 (1/4) 25 (2/14) 50 153.33+2.00 148.80
10 (1/3) 33.33 (1/3) 33.33 (1/3) 33.33 171.26+13.6 163.90
11 (1/3) 33.33 (1/3) 33.33 (1/3) 33.33 155.96+19.89 163.90
12 (1/3) 33.33 (1/3) 33.33 (1/3) 33.33 167.14+14.50 163.90

According to the results in Table 1, the lowest total phenolics content was obtained when
only acetone or ethanol was used. Also, the combination of the acetone/ethanol solvents at the
concentration of 50% did not result in better extraction efficiencies. However, the extraction
efficiency was dependent on the presence of water. In addition, the combination of the three

solvents potentially affected the extraction amounts of total phenolics content.

The ANOVA analysis (with p< 0.05) for the obtained results can be observed in Table 2

Table 2. ANOVA for analysis of variance and regression for the model of the extraction of total
phenolic content from cashew apple bagasse residue.

Variation source SS df MS Fcal Ftab

Regression 37.62399 5 7.524799 20.54443 4.38
Residual 2.19762 6 0.366270

Lack-Of-Fit 0.94372 4 0.235930 0.37632 19.24
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Pure error 1.25390 2 0.626948

Total SS 39.82161 11 3.620146
Predicted R? 0.945
Adjusted R? 0.898

SS - sum of squares; df - degree of freedom; MS - mean square; Fcal - calculated F value; Ftab - tabulated F value.

The variance due to the regression parameters of the polynomial model was
statistically significant at a 95% significance level. The correlation coefficient R? was 0.945,
which shows that approximately 95% of the results can be explained by the experimental

model.

Fig. 1 shows the Pareto graph where the influence of each parameter and its interactions for
the mixture design can be observed in descending order of significance of the effects. It is possible
to confirm that water was the solvent that presented the greatest contribution to the extraction of
total phenolics compounds. Moreover, when evaluating the interactions between the solvents, it is
possible to note that only the interaction between the acetone/ethanol solvents was not significant at
the 95% confidence level (p<0.05), thus confirming the results obtained in Table 1.

@ Water(%) 28.13512 -
«yEthanol(%o) 22.51259
wAcetone (%) r 21.63085
AB | 5.548349
BC | 4891489
act 0_55150313

p=0.05

Fig. 1. Pareto diagram demonstrating the influence of solvent
concentrations on the extraction of total phenolic content from
cashew apple bagasse.

A polynomial model of first order considering only the significant parameters was obtained

according to Eq. (2), by means of the regression analysis:
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where A = acetone, B = water, C =ethanol, AB = acetone water interaction and BC = water

ethanol interaction.

Total phenolics = 0.0904 + 0.2078 + 0.108C + 0.482AF + 0.424EC 2

where A = acetone, B = water, C =ethanol, AB = acetone water interaction and BC = water ethanol

interaction.

Based on the mathematical model contained in Eq. (2), Fig. 2 was generated which
represents the response surface graph as a function of the concentrations variables solvents and their

interactions on the total phenolics content in cashew apple bagasse.

Etanol
0% ,100%

Optimum

75% point

4

100% 4 0%
0% 25% 50% 75% 100%

Acetone Water

Fig. 2. Response surface plot for optimization of extraction total
phenolic content from cashew apple bagasse as a function of the
independent variables water, ethanol and acetone.

According to Fig. 2, the optimum region corresponding to the best solvents concentrations
for maximum extraction of the total phenolics content were 60% water, 30% acetone and 10%
ethanol, by fixing the time and the extraction temperature in 2 hours and 25°C, respectively. Under
these conditions, the predicted response was 172.56 mg GAE/100 g. The predicted total phenolics
content was confirmed and validated by performing an experiment (in triplicate) under optimised
conditions, obtaining a value of 170.32+9.30 mg GAE/100 g.

3.1.2. Three levels factorial experimental design

46



Three-level factorial experimental design was applied in order to optimise the time (1, 2 and
3 h) and temperature (25, 35 and 45°C) conditions in the extraction of the total phenolics content.

Table 3 shows the obtained results.

Table 3. Three-level factorial experimental design matrix, real and encoded values (in parenthesis)
applied for optimization of the extraction total phenolic content from cashew apple bagasse residue.

Run Time (h) Temperature (°C) Total phenolic observed Total phenolic predicted
(mg GAE 100 g1) (mg GAE 100 g 1)
01 (-1)1 (-1) 25 256.06 + 22.32 275.40
02 (1)1 (0) 35 287.92 £ 6.15 312.30
03 (-1)1 (+1) 45 339.65 + 9.99 295.90
04 (0) 2 (-1) 25 280.35 + 3.73 293.70
05 0) 2 (0) 35 315.62 + 14.84 330.50
06 0) 2 (0) 35 377.81 +5.42 330.50
07 0) 2 (0) 35 359.34 + 4.90 330.50
08 (+1)3 (-1) 25 330.30 + 22.28 297.60
09 (+1)3 (0) 35 297.62 + 14.15 334.35
10 (*+1)3 (+1) 45 322.17+25.87 318.05
11 02 (+1) 45 266.31+7.47 314.15

The new results obtained in Table 3 for the extraction of the total phenolics compounds
were higher than those found in Table 1. These results were submitted to ANOVA and regression

analysis for a confidence level of 95%.

The results of the ANOVA analysis showed that the experimental design presented a lack
of adjustment. However, the trends pointed out by the three-level factorial design can be used as
optimized values, considering that the adopted planning pointed out an experimental trend
according of Bezerra et al. (2008). Thus, the determination of optimal conditions for the modelled
values was performed through visual inspection of the response surface according to Novaes et al.
(2017).

A second-order polynomial model (with p < 0.05) was obtained through the regression

analysis, according to eq. (3):
Y = 0.49097 + 2.95861t — 1.16330t> + 0.57531T — 0.00950T* + 0.04062 (3)
where t = time; and T = temperature

Through the mathematical model contained in Eq. (3), the response surface graph was

generated in Figure 3 as a function of time and temperature variables and total phenolics content
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Fig. 3. Response surface plot for optimization of extraction total

phenolic content from cashew apple bagasse as a function of the
independent variables temperature and time.

According to Fig. 3, the optimum conditions for the extraction of phenolics compounds are

between 1.8 and 2.4 h and between 30 and 40°C, with optimum conditions being 2 h and 34°C for
time and temperature, respectively.

Using the optimum conditions found in the experimental designs, the total phenolics content
predicted in the present study was 336.79 mg GAE/100 g. The predicted total phenolics content was
confirmed and validated by performing an experiment (in triplicate) under optimized conditions,
with a value of 343.34+34.76 mg GAE/100 g .This value found for total phenolics content was

significantly higher than the results previously reported in this work using only centroid-simplex
mixture design.

The observed and predicted values, along with the computed absolute errors (AE) for total
phenolics (mg GAE/100 g) content extraction using the centroid-simplex mixture design and Three-

levels factorial experimental design were, respectively: (observed: 172.56; predicted: 170.32+9.30;
AE = 1.32%) and (observed: 336.79; predicted: 343.34+34.76; AE = 1.91%). Due to the low

absolute error values obtained by the comparison between observed and predicted values, the
proposed models may be used to predict the response value

According to the international classification concerning the contents of total phenolics
proposed by Vasco et al. (2009), who tested 17 fruits from Ecuador; the total phenolics content of

cashew apple bagasse can be classified as being of medium concentration (100-500 mg GAE/100
9).
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In addition, the total phenolics content present in the cashew bagasse waste was higher than
the value found for cashew apple pulp fresh reported by Rufino et al. (2010), who used the
sequential extraction process (50% methanol followed by 70% acetone) and observed 118 + 3.7 mg
GAE/100 g, and for Mélo et al. (2006) who used the extraction process with 80% aqueous methanol
and reported 295.25+25.91 mg GAE/100 g. Therewith, the experimental design performed allowed
the optimal conditions for obtaining high extraction yields to be selected and demonstrated that
cashew apple bagasse remains a rich source of total phenolics content and can be considered an

important alternative biomass.

3.1.3. Antioxidant activity content

The antioxidant activity of cashew apple bagasse was assessed by using two methods: DPPH
and ABTS. These methods distinguish themselves from one another by their mechanism of action
and are complementary for the study of antioxidant potential. They are largely used as quick,
reliable and reproducible assays to search the in vitro overall antioxidant activity of pure
compounds, as well as that of plant and fruit extracts (Luna-Ramirez et al., 2017; Dominguez-
Hernandez et al., 2016).

The DPPH method was expressed in ECso, the inhibitory concentration of the cashew
bagasse waste required to inhibit 50% of the DPPH radicals, obtained from the standard curve.
Indicating that the lower the ECso, the greater the antioxidant activity. The ABTS method was
expressed as the total antioxidant capacity equivalent to Trolox based on the ability of antioxidants

to capture ABTS" radical cations.

The values found in this work were an ECso of 5,170.91+305 g/g DPPH and for ABTS
13.6x£1.8 uM Trolox/g. These results were better than those reported by Rufino et al. (2010), who
found an ECso of 71424205 g/g DPPH and 11.2+0.04 uM Trolox/g. These results demonstrate that
cashew apple bagasse can still be considered a potential source of total phenolics with antioxidant

activity and an important biomass for use in bioprocesses.

4. Conclusion

The application of the experimental designs centroid-simplex mixture and three-level
factorial was effective for optimisation of the extraction of total phenolics content and antioxidant
activity from cashew apple bagasse. The best combinations of the variables for extraction of total
phenolics content and antioxidant activity was obtained with 60% water, 30% acetone and 10%
ethanol for 2 h, at 35°C. The results demonstrate that cashew apple bagasse may be considered an

important biomass and the exploitation of this abundant and inexpensive renewable resource natural
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could be performed by industries. However, complementary studies will need to be performed to

validate its applicability in this regard.
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6. Nomenclature

RSM response surface methodology
DPPH capacidad antioxidante (g g™)
ABTS capacidad antioxidante (UM Trolox g?)

ECso inhibitory concentration required to inhibit 50% of the DPPH radicals
t extraction time of total phenolics content (h)
T extraction temperature of the total phenolics content (°C)
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ABSTRACT

Cashew (Anacardium occidentale L.) apple bagasse residue is a by-product of the juice extraction
process and one of the largest sources of residues produced by the pulps juices industry. These
residues were investigated as a carbon source to the increase production of the total phenolics
content antioxidant by Penicillium roqueforti ATCC 10110 in solid state fermentation. The
parameters of the solid state fermentation by such as incubation temperature and fermentation time
were optimized using the Doehlert Design matrix. The yield maximum of phenolic total
(406.59+9.61 mg GAE/100 g) was found at 32 °C e 93 h. The antioxidant capacities determined by
the DPPH and ABTS methods were 4.619.57+209.95 (g fruit/g DPPH) and 22.25+0.82 (uM
Trolox/g fruit) respectively. The results demonstrated that the solid state fermentation with the P.
roqueforti ATCC 10110 was able to increase in 18% the total antioxidant phenolics content as well
as the antioxidant capacity in at least 10% on the cashew apple bagasse residue in relation to
unfermented, transforming it thus into an important natural and cheap alternative biomass. These
antioxidant phenolics produced may be used partially or fully to replace high cost synthetic
antioxidants.

Keywords: Solid state fermentation, cashew apple bagasse residue, total phenolic compounds,
filamentous fungus.
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1. Introduction

The cashew tree (Anacardium Occidentale L.) is of considerable economic importance
worldwide as a source of two major products — the cashew nut (botanically representing the true
fruit) and the cashew apple (the enlarged and fleshy peduncle) (Schweiggert, et al., 2016).
According to the Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO), the world
production of cashew apples in 2016 amounted 2,001.301 metric tons; and its production is
concentrated in the tropical region of the globe and is widespread in Brazil, India, Mozambique,
Tanzania, Kenya, Vietnam, Indonesia and Thailand (Betiku, et al., 2016).

The highest production of cashew apples was recorded for Brazil, reaching a total of
1,805.000 tons, being equivalent to more than 90% of the total world production in 2016. In Brazil,
cashew apples have socioeconomic relevance because about 10% of this production, which
represents around 180.500 tons per year (FAO, 2017), is aimed at agribusinesses of cashew pulp
juice, considered one of the most popular juices, and is widely accepted by the population, due to its
mild, astringent taste.

However, the industry for cashew pulp juices generates large amounts of residue. Cashew
bagasse a by-product of the juice extraction process comprises. It is one of the largest sources of
residue (90-94%) produced by the cashew industry, and is presently used only as a nutritional
supplement in animal feed (Furtado et al., 2014). This limited use is a result of its rapid degradation,
which makes it impossible to store, thus causing serious environmental problems. Furthermore, in
recent years, there has been an increasing trend towards the more efficient utilization of agricultural
and food by-products (Dulf et al., 2016). The insufficient collection and improper disposal of these
residues may generate also a significant loss of biomass which could potentially be used to produce
various value-added metabolites.

The chemical composition of cashew apple bagasse is mainly of polysaccharide and other
organic compounds minority (Fonteles et al., 2016). Due to this composition, this type of residue
can be used as raw material in biotechnological processes, mainly those related to the growth of
microorganisms. The use of food residues in fermentative processes has been gaining prominence,
mainly those related to the obtaining and increase of bioactive compounds contents (Ayala-Zavala
et al., 2011; Dey and Kuhad, 2014; Morales et al., 2016a; Morales et al., 2016b; Rodrigues et al.,
2015; Sdéjka et al., 2015; Vasquez et al., 2016; Xia et al., 2013). These compounds act in the
prevention and reduction of cardiac diseases, of the digestive system, osteoporosis, cancer,
Alzheimer's, cataract and Parkinson's (Bataglion, et al., 2015). In recent years there has been
increased the interest in evaluate the antioxidant potential of bioactive compounds and their
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possible application as functional foods and nutraceuticals (Morales-Delgado, 2014; Martinez-
Palma et al., 2015; Gomez-Sampedro and Zapata-Montoya, 2016).

Fermentation is an ancient technology used to enhance the shelf-life and nutritional and
organoleptic qualities of food well as the as antioxidative activitie in plant-based foods ((Frias et al.,
2005). Most antioxidants are polyphenolic compounds, which act as reducing agents (free radical
terminators), metal chelators, singlet oxygen quenchers (Mathew and Abraham, 2006). The ability
of fermentation to improve antioxidant activity is primarily due to an increase in the amount of
phenolic compounds and flavonoids during fermentation, which is the result of a microbial
hydrolysis reaction. Moreover, fermentation induces the structural breakdown of plant cell walls,
leading to the liberation or synthesis of various antioxidant compounds (Hur et al., 2012).

Many biochemical changes occur during fermentation, leading to an altered ratio
of nutritive and anti-nutritive components and, consequently, affects the products properties, such
as bioactivity and digestibility (Zhang et al., 2012). Recently, this bioprocess has been applied to
the production and extraction of bioactive compounds in the food, chemical and pharmaceutical
industries (Martins et al., 2011; Torino et al., 2013). For example, fermentation has been applied to
increase the content of bioactive phenolic compounds in legumes, thus enhancing their antioxidant
activity (Lee et al., 2008; Torino et al., 2013). For the reasons discussed above, the fermentation of
food residue can be is a useful tool to improve the phenolic composition and antioxidative activity
of cashew apple bagasse residue.

The antioxidative activity too can be influenced by the microbial species present during the
fermentation of plant-based foods. Fungi that have been reported to produce cellulases include
Sclerotium rolfsii, Phanerochaete chrysosporium and species of Trichoderma, Aspergillus,
Schizophyllum and Penicillium (Sun and Cheng, 2002). Fungi have a great potential for the
production of bioactive compounds, such as antioxidants (Martins et al., 2011). The total phenolics
and anthocyanin contents and antioxidative activity are enhanced after fermentation by filamentous
fungi (Lee et al., 2008).

Penicillium is strongly used in the dairy industry because of the ease of adaptation to the
substrates provided. The species belonging to this genus have been submitted to several basic
studies, and many researchers have observed a great biotechnological potential arising from the
metabolites produced by these fungi and that can be destined to different industrial branches
(Rizzello et al., 2017). P. roqueforti is one of the poorly investigated species; however, it has some
favorable characteristics to fermentation, which include good development in different pH
conditions and ability to use a variety of chemical compounds as a substrate, including pentoses and
hexoses (Mioso et al., 2015).
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Therefore, the present study had as objective to evaluate the effect of solid state
fermentation (SSF) with P. roqueforti ATCC 10110 on the total phenolic content and antioxidant
activity at the cashew apple bagasse residue using response surface methodology as the
optimisation technique.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals and reagents

Gallic acid monohydrate (98 %), sodium carbonate P.A, Folin and Ciocalteu’s phenol
reagent and Trolox (2,5,7,8-tetramethylchroman- 2-carboxylic acid) were purchased from Sigma-
Aldrich (Séo Paulo, SP, Brazil). Acetone P.A., distilled water and ethanol 95 % P.A. were obtained
from Vetec (Rio de Janeiro, RJ, Brazil). Methanol 99.8 % P.A. was purchased from Chemis (Sao
Paulo, SP, Brazil). DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) and ABTS™, 2,2 azinobis (3-ethylbenzo
thiazoline 6 sulfonic acid), diammonium salt were purchased from Sigma-Aldrich (Séo Paulo, SP,
Brazil).

2.2. Microorganism

The strain of P. roqueforti ATCC 10110 used in this study was obtained from the collection
of microorganisms of the INCQS/Fiocruz (Manguinhos, Rio de Janeiro, Brazil) under the
registration number 40074. For the preparation of the inoculum, the fungus sporulated culture with
7 days of incubation (in agar-dextrose-potato medium - PDA) was suspended in Tween 80 (0.01%)
and counting the number of spores was performed under a binocular microscope using Neubauer's
chamber.

2.3. Cashew apple bagasse residue

Cashew apple bagasse residues were obtained from fruit pulp industry located in the south-
west region of the state of Bahia (Frutisol, Bahia, Brazil). Residues were dried in an oven (Solab SL
102, Piracicaba, Brazil) at 50 °C for 72 h and then ground in a grinder (ACB Labor, Sdo Paulo,

Brazil) and stored at 20 °C until the analysis.

2.4. Solid state fermentation (SSF) by P. roqueforti ATCC 10110 using cashew apple bagasse
residue as culture medium
2.4.1. Fermentation profile

10 g of residues were autoclaved (121 °C/1 atm/15 min) in Erlenmeyer flasks of 125 mL;

after cooling, the sterile substrate was inoculated with 107 spores/g and moistened with sterile
distilled water until determining (Novasina labswift, TECNAL®) the value of humidity desired
(40%). The fermentations were incubated in bacteriological greenhouses and the independent
variables, such as: incubation temperature (T, °C) and fermentation time (t, h) were evaluated
according to the Doehlert experimental design (Table 1).
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2.4.2. Experimental design and statistical analysis

A Doehlert Design matrix was used to evaluate the influence of incubation temperature (T)
and fermentation time (t) on the content of phenol compounds produced by P. roqueforti ATCC
10110 in solid state fermentation under cashew apple bagasse residue. The matrix consisted of 9
experiments (Table 1), including three replicates at the central point to estimate the experimental
error, to evaluate quadratic, linear and interaction effects of the variables and to fit a second-order
mathematical model. From the experimental values obtained in response, a second-order
polynomial model was constructed according to equation 1 to evaluate the effects of the
independent variables on the response, where Y is the response (content of phenol compounds), Bo is
the constant term; f1, 2 and f3 are the coefficient of linear terms; fS11, 22 and fs3 are the coefficient
of quadratic terms; S12, 13 and 23 are the coefficient of cross product terms respectively.

Y = Bo+ 14 +f2B + f3C +B11A% + B2oB? + B33C? + f12AB + B13AC + 23BC (1)

The statistical significance level of the generated model was evaluated by analysis of
variance (ANOVA, p <0.05), and the regression coefficients were evaluated from the Pareto chart
(based on t-Student, p <0.05) and the quality of the model evaluated by the coefficient of
determination (R?), the adjusted coefficient of determination (R?-adj) and test the lack of fit.
Statistica version 10 software (Statsoft Inc.) was used for data analysis and graphics.

2.5. Determination of total phenolics content

The extraction of total phenolics was performed through a sequential process using 60%
water, 30% ethanol and 30% acetone on the cashew apple bagasse residue for 2 h at 35 °C. The total
phenolics content was determined according to the adapted Folin—Ciocalteu method (Rebaya et al.,
2015). Briefly, the extracts (0.5 mL) were mixed with 2.5 mL of Folin—Ciocalteu reagent (1:10) and
2 mL of sodium carbonate solution (4 %). The mixture was stirred and kept at room temperature for
2 h in the dark. And then the sample absorbance was measured by spectrophotometer (Marte
Spectro 560) at 750 nm against a blank. Aqueous solutions of gallic acid were used for calibration.
The results were expressed as milligrams of gallic acid equivalents per 100 g of residue (mg
GAE/100 g). All measurements were performed in triplicate.
2.6 Determination of antioxidant activity: DPPH (free radical-scavenging) assay

The antioxidant capacity was determined by the modified DPPH method (Brand-Williams
et al., 1995) which is based on the quantification of free radical-scavenging. A methanol solution
containing 0.06 mM DPPH was prepared. After adjusting the blank with methanol, an aliquot of
100 pl of fruit extract was added to 3.9 ml of this solution. The decrease in absorbance at 515 nm

was measured at 1 min intervals for the first 10 min, and then at 5 min intervals until stabilization.
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The antioxidant capacity was expressed as the concentration of antioxidant required to reduce the
original amount of free radicals by 50% (ECso) and the values expressed as g fruit/g DPPH.
2.6.2. Determination of antioxidant activity: ABTS* assay

The ABTS" assay was based on a method developed by Evans et al. (1999) with
modifications. ABTS™ radical were produced by reacting 7 mM ABTS stock solution with 145 mM
potassium persulfate and allowing the mixture to stand in the dark at room temperature for 14 h
before use. The ABTS" solution was diluted with ethanol until an absorbance of 0.7 + 0.02 at 734
nm was reached. 30 pl of the extract were added in 3.0 ml of diluted ABTS+ solution. After the
addition of 30 pl of extract the absorbances were recorded at 6 min after mixing. Ethanolic
solutions of known Trolox concentrations were used for calibration and the results were expressed
as UM Trolox /g fruit.

3. Results and discussion
3.1. Effect of solid state fermentation on the of total phenolic content in cashew apple bagasse
residue

The results presented in Table 1 indicated the increase of the total phenolics content in the of

cashew apple bagasse residue after the fermentation process under any conditions of incubation
temperature and fermentation time investigated. However, some variations in values were observed
when different levels of the variables were used. In order to mathematically evaluate these
variations, the results presented in Table 1 were submitted to regression analysis for the

construction of a polynomial model of second order prediction.

Table 1. Matrix for Doehlert Design with the coded and real values (in parenthesis) for the independent
variables (factors) fermentation time (t, h) and incubation temperature (T, °C), and considering the dependent
variable (response) as the amount of total phenolics (mg GAE 100 g?).

Run t T Total phenolic Total phenolic
without with
fermentation effect fermentation effect
(mg GAE 100 g?) (mg GAE 100 g%)
1 120(+1) 30(0) 256.06 +22.32 382.12+9.5
2 96(+0.5) 40(+0.866) 287.92£6.15 393.34 + 135
3 24(-1) 30(0) 339.65+7.47 277.23+8.2
4 48(-05)  20(-0.866) 280.35+12.65 347.05+7.8
5  96(+0.5) 20(-0.866) 342.17+3.73 368.06 + 5.3
6  48(-05)  40(+0.866) 350,50 +22.32 305.20 + 7.3
7 72(0) 30(0) 320.34 £ 4.90 387.08 £ 11.2
8 72(0) 30(0) 321.0+22.28 407.32 + 13.2
9 72(0) 30(0) 266.31 £14.15 398.16 + 10.5




The statistical significance of the quadratic, linear and interaction terms (linear x linear) of
the model was plotted as a Pareto chart (Fig. 1). In this type of chart, the absolute value of the
amplitude of the standardized effect (relation between the effect and normal error) of each of the
coefficients is plotted in descending order and compared with a magnitude of a statistically
significant factor (Dos Santos et al., 2012). Assuming a 95% confidence level, represented by the
vertical line plotted on the graph, it was observed that only the terms t and t?> were significant. The
significant effect of the linear term t suggested that the variable time of fermentation was highly
critical for the formation of phenolic compounds. The significance of the quadratic term t2
highlights the influence of the variable fermentation time on the response, indicating that small
changes in its values would affect the process significantly. On the other hand, the linear and
quadratic terms for the incubation temperature variable (T and T?), as well as the interaction term
(linear x linear) between the investigated variables (t*T) were insignificant at a level of 95% of
confidence. These results suggest that the solid state fermentation process by P. roqueforti ATCC
10110 under cashew apple bagasse residue for total phenolic formation was not significantly
affected by the variation in incubation temperature (within the investigated experimental domain),
corroborating the fact that P. roqueforti can develop well and is able to synthesize phenolic
compounds over a wide temperature range (Woznicki et al., 2016).

Table 2. Analysis of variance (ANOVA) for the model adjusted from the experimental results for
total phenolics in cashew apple bagasse wastes after solid state fermentation by P. roqueforti ATCC
10110.

SS FD MS F- value F- tabulated
Regression 15835.0652 5 3167.013 45.576 3.780
Residual 208,4678 3 69.489
Total 16043.5330 8
Lack of fit 3.0246 1 3.025 0.029 0.879
Pure error 205.4432 2 102.722

R? = 0.9870; DF, degrees of freedom; SS, sum of squares; MS, mean square

The ANOVA (p < 0.05) for the constructed mathematical model indicated a high statistical
significance (Table 2), which was evident from the F test for the regression, obtaining an F value
corresponding to 45.58 (p < 0.01). The value of R? (0.9870) indicated a high correlation between
the predicted values and the experimental results, and 98.70% of the response variation (total
phenolic content) could be explained by the model. The value of lack of adjustment was
insignificant (p = 0.8795), corroborating with values presented in the graph of actual and predicted

values and in the graph of residue represented in Fig. 2, which showed that the model presented the
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values of the expected responses very close to the values of the experimental responses, with the
residuals being distributed randomly and having relatively low values (< 2.7%), characteristics that
made the model represented by equation 2 (in terms of the coded variables) valid for the

construction of the Response area and forecast of the desired regions.

Y =397.52 +53.15t - 67.84t% - 478 T-36.20 T2+ 38.76 t*T (2)

Response and contour surface graphs (Fig. 3) show the effect of the variables and
their interactions on the total phenolics in cashew apple bagasse residue after the fermentation
process. From these graphs, it was evident that the time variable of fermentation exerted greater
influence on of the content total phenolics. In addition, a region of maximum of total phenolics
content was observed when the fermentation time was maintained between 82 and 94 h, and
incubation temperature between 29 and 33 °C. The maximum stationary point was determined
mathematically by applying the Lagrange criterion together with the Hessian determinant to
equation 2 (Ferreira et al., 2004). The conditions predicted for maximum total phenolics compounds
production were: T = 32 °C and t = 93 h, under these conditions, the predicted response was 408.81
mg GAE/100 g. The predicted total phenolics compounds production was confirmed and validated
by performing an experiment (in triplicate) under optimized conditions, obtaining a value of
406.59+9.61 mg GAE/100 g, which was very close to the predicted value. This value identified for
total phenolics was 18% higher than that found for non-fermented cashew apple bagasse residue
(343.34 + 34.76 mg GAE/100 g).

Raw Residuals

120 340 36
Predicted Values

Fermentation time (h)
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Fig.1 Pareto chart showing the significance of the terms fermentation time (t) and incubation temperature (T)
in the fitted model for cashew apple bagasse residue solid state fermentation by P. roqueforti ATCC 10110
considering the dependent variable (response) as the amount of total phenolics (mg GAE 100 g?).

Fig.2(a) Parity plot showing the correlation between the predicted and experimental values. (b) Residual plot
for fitted model.

Fig.3(a) Response surface and (b) Contour graphs representing interactions between the fermentation time
(t) and incubation temperature (T) taking as response the total phenolics contents (mg GAE 100 g?).

According to the international classification concerning the contents of total phenolics
proposed by Vasco et al. (2009), who tested 17 fruits from Ecuador; the extract of total phenolics
compound produced by the P. roqueforti ATCC 10110 on solid state fermentation of cashew apple
bagasse residue can be classified as being of medium concentration (100-500 mg GAE/100 g).

The results demonstrated the potential that cashew apple bagasse residue through solid state
fermentation with P. roqueforti ATCC 10110 has to originate higher total phenolics content. The
values identified for total phenolics in this work were significantly higher than those determined to
the fleshy peduncle and fruit. In previous works, for example Melo et al. (2006) and Rufino et al.
(2010) determined 295.25+25.91 and 118+3.7 mg GAE/100 g based on cashew apple pulp fresh
respectively and Chandrasekara and Shahidi (2011) determined 269.05-347.99 mg GAE/100 g in
cashew nut.

3.2 Effect of solid state fermentation on the antioxidant activity in cashew apple bagasse
residue

Samples of cashew apple bagasse residue fermented in solid state with P. roqueforti
ATCC 10110 were examined for antioxidant activities using two different assay methods: DPPH
and ABTS. These methods distinguish themselves from one another by their mechanism of action
and may be complementary to the study of the antioxidant potential.

The values found in this work were ECso of 4,619.57+209.95 g fruit/g DPPH and
22.25+0.82 uM Trolox/g fruit for ABTS". The percentages of antioxidant increase shown by
extracts obtained after 93 h of fermentation with the P. roqueforti ATCC 10110 were about 10 and
63% respectively higher compared with the non-fermented values (ECso of 5,170.91+305 g fruit/g
DPPH and 13.6+1.8 uM Trolox/g fruit, for ABTS"). These results were also superior to those
reported by Rufino et al. (2010), who found an ECsp of 7.142+205 g fruit/g DPPH and 11.2+0.04
UM Trolox/g fruit for fleshy peduncle respectively.

The cashew apple bagasse residue fermented was more effective in scavenging ABTS*
radicals than the DPPH radicals, this might be due to the fact that the complexity of cashew apple
bagasse residue fermented, polarity and chemical properties, could lead to varying bioactivity
results depending on the method adopted. Factors like the solubility of the extract in the different
testing solvents systems have also been reported to affect the capacity of some extracts in

quenching different radicals (Guerrini et al., 2009). Wang et al. (2008) reported that some
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compounds, which have ABTS" radicals scavenging activity, do not show DPPH activity. In a
previous study of phenolic compounds as antioxidant sources Prior et al. (2005), mentions that there
are differences between the methods of analysis, due to several factors, such as the influence of the
solvent on the extracted components, the cross-talk of extractive-radical solvents, sensitivity and

selectivity.

4. Conclusion

The solid state fermentation with the P. roqueforti ATCC 10110 was able to increase the
total antioxidant phenolics content in cashew bagasse residue, can thus adding value to such
residue and reduce potential environmental problems. Thus, the exploitation of these abundant and
inexpensive renewable resources could be made by the industries. Total or partial replacement of
synthetic antioxidants by these natural antioxidants may represent cost savings and improve the
health value of the products. However, toxicological studies will need to be performed to validate
its applicability in this regard.
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RESUMO: O cajueiro (Anacardium occidentale L.) pertencente a familia Anacardiacea, plantas
frutiferas de regides tropicais, cultivadas nas regides Sul, Centro, América do Norte, Asia e Africa.
O cajueiro é considerado uma das culturas de maior importancia socioecondmica para a regido
Nordeste do Brasil. Seu principal produto € a castanha e o pseudofruto que tem como principal
destino a fabricacdo de sucos. O pseudofruto apresenta alto valor nutritivos sendo rico em proteinas,
acucares, taninos, flavonoides, acido ascorbico, fosforo, calcio, ferro e vitamina A e C. Devido a
esta rica composicao, este residuo esta sendo amplamente usado como matéria-prima em processos
biotecnolodgicos, principalmente aqueles relacionados ao crescimento de micro-organismos. O uso
dos extratos de caju ja é bastante conhecido pela medicina popular, suas folhas sdo usadas no
tratamento de Ulceras e feridas na garganta, partes inteiras da arvore sdo usadas no tratamento de
doencas, tais como distarbios intestinais, dor de garganta e doencas inflamatérias, o 6leo da
castanha é considerado um remédio popular para Ulceras cancerigenas, elefantiases e verrugas. O
objetivo deste estudo foi determinar a atividade antifingica e avaliar a citotoxidade do extrato de
caju, uma vez que ja se sabe dos inumeros beneficios do caju. O extrato produziu potencial
atividade antifngica contras os microrganismos (T. rubrum LM-629, T. mentagrophytes LM-119,
M. canis LM-68 e M. canis LM-110) in vitro sobre os fungos filamentosos / dermatéfitos. Os testes
de citotoxicidade apresentaram Otimos resultados, mostrando que 0s extratos de caju apresentam
grande tendéncia a serem usados na industria farmacéutica, uma vez que ndo apresentaram toxidade
pela metodologia aplicada.

Palavras-chaves: caju, Fermentacdo, atividade citotdxica e citotoxidade.

INTRODUCAO

O caju (Anacardium occidentale L.) é uma cultura perene de regido tropical, amplamente
cultivadas nas regibes Sul, Centro, América do Norte, Asia e Africa, consiste em cerca de 700
espécies (Cipriano et al., 2015; Brito et al., 2016; Olorunsola et al 2016). O cajueiro é considerado
uma das culturas de maior importancia socioeconémica para 0 Nordeste do Brasil, sendo cultivado

principalmente nos Estados do Ceara, Rio Grande do Norte e Piaui. De acordo com os dados da
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Organizacdo das Nac6es Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO, 2017), a producdo mundial
de caju em 2016 foi de 2001.301 toneladas métricas, sendo que sua produgdo esta concentrada na
regido tropical do globo e é generalizada no Brasil, india, Mocambique, Tanzania, Quénia, Vietna,
Indonésia e Tailandia (Betiku et al., 2016).

No Brasil, o caju tem grande relevancia socioeconémica, uma vez que cerca de 10% dessa
producdo destina-se a producdo de suco (FAO, 2017), considerado um dos sucos mais populares, e
amplamente aceito pela populacdo (Rico et al.,2016 ). No entanto, a industria de polpa ao longo de
sua producdo e beneficiamento gera uma das maiores fontes de residuos (90-94%), atualmente esses
residuos sdo usados apenas como suplemento nutricional na alimentacdo animal (Furtado et al.,
2014). Nos ultimos anos, tem havido uma tendéncia crescente para a utilizagdo eficiente dos
subprodutos agricolas e alimentares (Dulf et al., 2016). Sendo a fermentagdo em estado Solido a
técnica mais promissora para agregar valor a estes residuos (Felix et al.,2017).

A composicdo gquimica do bagaco de caju é constituida principalmente de polissacarideos
(Fonteles et al., 2016), incluindo também proteinas, acUcares, taninos, flavondides, acido ascoérbico,
fésforo, calcio, ferro e vitaminas A e C (Queiroz et al., 2011; Almeida et al., 2014). Devido a esta
rica composicao, este residuo estd sendo amplamente usado como matéria-prima em processos
biotecnologicos, principalmente aqueles relacionados ao crescimento de micro-organismos.

Estudos tém relatado a presenca de fotoquimicos importantes no caju e seus derivados como
acidos anacardicos (Tedong et al., 2010; Oliveira, Yamada, Fagg, & Branddo, 2012). Esses
compostos tém recebido grande atencdo de pesquisadores e empresas farmacéuticas devido a sua
importancia na prevencdo de distirbios como céancer, danos oxidativo, inflamacdo e obesidade
(Hemshekhar et al., 2011; Amara et al., 2015; Parihar et al., 2015). De fato, os compostos fenolicos
das plantas foram relatados por apresentar efeitos beneficios, como reducdo do risco de cancer e
doencas cardiovasculares (Honorato et al., 2007; Dionisio et al., 2015).

O uso dos extratos de caju ja é bastante conhecido pela medicina popular na América do Sul,
bem como na Africa Ocidental, os relatos mostras que as folhas sdo usadas para tratamento de
Ulceras e feridas na garganta (konan et al., 2012). Estudo anterior mostrou que extratos de folhas de
caju apresentaram atividade anti-ulcerogénica (Konan et al., 2007). Trabalhos publicados relatam
que partes inteiras da arvore de caju sdo usadas no tratamento de varias doencas, tais como
distarbios intestinais, dor de garganta e doengas inflamatdrias, o 6leo da castanha é considerado um
remedio popular para Ulceras cancerigenas, elefantiases e verrugas (Silva et al .,2012; Alvarenga et
al., 2016).

Os fungos dermatofitos sdo grupo de micro-organismos que tém a capacidade de invadir 0s
tecidos queratinizados (pele, pélo e unha) produzindo a dermatofitoses que é um dos problemas de

saude mais frequentes em humanos e animais (Ouf et al., 2017).Esses fungos s&o responsaveis por

72



varias doencas e distirbios da pele humana, sendo que elas estdo associados a dois grupos de
fungos, dermatdéfitos e Malassezia (White et al,.2014). Pesquisas tem relatado que estes organismos
sdo mortos ou tem seus crescimentos inibido pelo extrato de casca e folhas de caju (Akinpelu,
2001). A atividade antifingica dos extratos € devido a presenca de compostos bioativos como 6leos
triterpendides e fenolicos relatados por (Ifesan et al., 2013). Compostos fendlicos demonstraram ser
toxicos para micro-organismos (Aderiye et al., 2015).A literatura tem relatado varios estudos que
buscam novos compostos antimicrobianos devido a sua excepcional atividade contra micro-
organismos a exemplo de (Oliveira et al., 2012; Silva et al., 2014).

O (Anacardium occidentale L.) tem sido usada como medicamente em todo o mundo, a
casca, folhas e 6leo de casca da planta sdo usados para tratar diferentes doengas (Agedah et al.,
2010).Seu uso tem sido relatado em muitas aplicagdes benéficas, na vida tanto de humanos como de
animais. Justificando assim, a necessidade de se pesquisar meios alternativos, economicamente e
viaveis para 0 uso dessa valiosa matéria prima como um possivel farmaco, dentre os objetivos desta
investigagdo foi determinar a atividade antifungica e avaliacdo citotoxica do extrato fermentado do
bagaco de caju com P.roqueforti ATCC 10110, uma vez que ja se sabe dos inimeros beneficios dos

extratos dos derivados do caju.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. REAGENTES QUIMICOS

Acetona P.A., dgua destilada e etanol 95% P.A. todos obtidos da Vetec (Rio de Janeiro, RJ,
Brasil).

2.2. AMOSTRAS

A amostra de residuos agroindustriais de cajueira foi coletada em 2015 em industria local
(Frutisol, Jequié, Bahia, Brasil). Os residuos foram secos num forno de circulacdo de ar durante 72
h a 50 ° C e depois os residuos secos foram moidos com um moinho de faca (modelo SL31,
SOLAB). O pé obtido foi peneirado através de uma tela de tamanho de malha 20 e armazenado a 20
° C até a extracdo e analise. Os residuos agroindustriais do bagasso de caju (10 g), 5 vezes o volume
(p / v) foram homogeneizados com 50 mL de mistura (etanol, acetona e 4gua) em uma incubadora
com agitacdo (Shaker SL 222, Solab).

2.3 ERITROCITOS HUMANOS

Os eritrocitos humanos (A, B, O) foram obtidos de voluntérios saudaveis. Os ensaios foram
realizados no Laboratorio de Bioguimica da Unidade Académica de Ciéncias Bioldgicas/Centro de
Saude e Tecnologia Rural/Universidade Federal de Campina Grande.

2.4 PREPARACAO DOS EXTRATOS IN NATURA E FERMENTADO

73



A extracdo foi realizada de acordo com a metodologia otimizada por este grupo de
pesquisadores em trabalho anterior ja publicado (Felix at al., 2017), usando 10g de farinha de caju
em 50 mL da solucdo composta por 60% de adgua 30% de acetona e 10% de etanol, no tempo de
agitacdo de duas horas, temperatura de 35° C e velocidade de agitacdo de 200rpm, centrifugado
durante 10 minutos a 5000 rpm. As condicGes de fermentacdo também foi otimizada por esta grupo
de pesquisadores em trabalhos anteriores (Felix et al.,2018).

2.5 ATIVIDADE ANTIFUNGICA MICRORGANISMOS E MEIOS DE CULTUTA

Foram utilizadas as seguintes estirpes de levedura: Candida albicans ATCC 76.485, C. LM
111 (CB), C. krusei LM-13 e C.k LM-978 e fungos filamentosos Aspergillus fumigatus ATCC
40640; A. flavus IPP-210; A. niger LM-108. Essas cepas foram fornecidas pelo Laboratdrio de
Micologia, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas (DCF) e Centro de Ciéncias da Saude (CCS)
da Universidade Federal da Paraiba. As cepas foram mantidas em ASD a temperatura de 4 ° C. Os
ensaios foram realizados durante 24-48 horas em ASD, incubados a 35 = 2 ° C. O meio de cultura,
utilizado nos ensaios de avaliacdo da atividade bioldgica, foi 0 agar Sabouraud dextrose - ASD e 0

caldo Sabouraud dextrose - CSD.

2.6. INOCULO
Para preparar os indculos, colénias obtidas a partir de culturas das cepas Candida spp. e
Aspergillus spp. Mantidos em ASD foram suspensos numa solu¢do de NaCl 0,85% esterilizada
ajustada de acordo com o padrdo de 0,5 McFarland para obtencdo de 1-5 x 105 UFC / mL
(Hadaceck; Greeger, 2000).

2.7 AVALIACAO DO POTENCIAL HEMOLITICO EM ERITROCITOS HUMANOS

Uma amostra de sangue humano foi misturada com NaCl 0,9 % na propor¢do de 1:30 e
centrifugada a 2500 rpm durante 5 minutos para obtencdo dos eritrocitos. Este procedimento foi
repetido por mais duas vezes e o sedimento da ultima centrifugacédo foi ressuspenso em NaCl 0,9%
para obter uma suspenséo a 0,5%. Os extratos de caju foram testados em diferentes concentracfes
foram adicionadas a 2 mL da suspensdo de eritrécitos para um volume final de 2,5 mL. Uma
suspensdo de eritrdcitos foi utilizada como controle negativo (0 % de hemdlise) e uma suspensao de
eritrocitos acrescida de Triton X-100 a 1% como controle positivo (100 % de hemolise). Apos isso,

as amostras foram incubadas por 1 hora & 22 + 2 °C sob agitacdo lenta e constante. Decorrido este

74



tempo as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm durante 5 minutos e a hemolise foi quantificada
por espectrofotometria em comprimento de onda de 540 nm (RANGEL et al.,1997). Todos 0s
experimentos foram realizados em triplicata.

2.8 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises e testes foram realizados em triplicata, na qual os dados foram tratados por
regressdo linear simples através do método one-way ANOVA, bem como por meio da utilizacdo do

teste t de Student. Os valores foram considerados estatisticamente significativos quando

apresentarem p<0,05. A anélise estatistica foi feita utilizado o software GraphPadPrism5.0®.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados na CIM e nos testes de citotoxidade indicam o grande potencial
apresentado pelo extrato de caju conforme tabela 01, colaborando com trabalhos publicados que
evidencia a importancia desse extrato para indmeras aplicacbes. Pesquisa de Furtado e
colaboradores (2014) relata que o extrato de caju atua no combate ao crescimento de bactérias,
principalmente nas que colonizam a cavidade oral provocando a cérie dentaria e doenca periodontal,
estudos de Araujo e colaboradores (2009), demonstraram que o extrato hidroalcodlico do caule da
casca do caju mostrou atividade bactericida contra importantes bactérias. Assim, as propriedades
dos extratos de bagacos do pseudofruto mostra potencial para seu uso em saude.

Casos de feridas quando a pele é rasgada, cortada ou perfurada também tem sido tratado
com o uso do extrato de caju. Agedah et al. (2012) informou que a folha de caju é usada no
tratamento de feridas; a capacidade da folha a ser utilizada baseia-se na presenca de tanino.
Taninos ndo sé curar queimaduras e parar de sangrar, mas também impedem a infeccdo enquanto
continuam a curar a ferida internamente, formando uma camada protetora sobre o tecido exposto
mantendo a ferida protegida de infec¢des (Aderiye et al., 2015).

Trabalho publicado por Melo e colaboradores. (2006), avaliaram a atividade in vitro do
extrato da cascas do tronco do caju contra espécies de Streptococcus mitis, Streptococcus mutans e
Streptococcus sanguis presentes no biofilme bacteriano. O extrato de folhas do caju apresentou
atividade contra Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, Salmonella
typhimurium sorovar entérico e Klebsiela pneumonia, demonstrando grande eficiéncia da planta
(Bouzada et al.,2009). Devido ao uso intenso de caju para fim terapéutico, ha a importancia de
avaliar a atividade bioldgica como alternativa de tratamento para infeccdes causadas por agentes

bacterianos (Santos et al., 2013).

3.1 AVALIACAO DA CONCENTRAGCAO INIBITORIA MINIMA (CIM) DOS
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EXTRATOS

Os resultados da avaliacdo da atividade bioldgica dos extratos de caju, foram determinadas
usando a (MIC microdilui¢cdo em caldo), nas concentracGes de 1024 a 4 pg/mL, sobre bactérias,
leveduras e fungos filamentosos estdo registrados na Tabela 1. As fracOes testadas ndo apresentaram
atividade de relevancia clinica com os microrganismos: S. aureus ATCC-25923, S. aureus M-117,
P.aeruginosa ATCC-9027, P.aeruginosa P-03, C. albicans ATCC-76645, C. albicans LM-9, C.
tropicalis ATCC -13803, C. tropicalis LM-78, C. parapsilosis ATCC-22018, C. parapsilosis
LM_302, A. flavus LM_247 e P. citrinum LM-161. A atividade antifingica dos extratos testados
ndo foi considerada inibidores eficientes do crescimento flangico, elas foram interpretada e
considerada como ativa ou inativa, conforme os seguintes critérios: 50-500 pg/mL= forte/6tima
atividade; 600-1500 pg/mL= moderada atividade; > acima de 1500 pg/mL=fraca atividade ou
produto inativo (Holetz et al., 2002; Sartoratto et al., 2004; Houghton et al., 2007).

Os extratos quando avaliados frente ao dermatofitos, conforme mostrado na tabela 02, o
extrato de bagaco do peddnculo de caju fermentado foi capaz de inibir o crescimento de T. rubrum
LM_629, T. mentagrophytes LM-119, M. canis LM-68 e M. canis LM-110, sobre os fungos
filamentosos / dermatofitos com um valor de MIC de 512 ug / mL; e em uma concentracédo de 1024
a 4 pg/mL, o extrato reduziu o crescimento dos micro-organismos em relacdo a absorvéncia do
controle negativo (NaCl). No entanto os extratos in natura ndo inibiu o crescimento dos
microrganismos nas concentragOes avaliadas.

Os resultados que aqui se apresentam sdo corroborados pelo estudo de Green et al. (2008)
que demonstram atividade semelhante do &cidos anacardicos extraidos do caju na inibicdo da
atividade antimicrobiana contra o S. mutans na concentracdo de 800 ug / mL. Considerando a
diversidade de constituintes presentes no extrato, a atividade antibacteriana do extrato contra S.

mutans pode ser devido a presenca de compostos fendlicos como taninos e flavonoides.

Tabela 1- Resultados da avaliacdo da CIM (1024 a 4 pg/mL) de extratos de caju sobre
os fungos filamentosos/dermatofitos - Técnica de microdiluicéo.
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Extrato de caju in natura- 01 + + + + + n
Extrato de caju in natura- 02 + + + + + ¥

Extrato de caju fermentado 03 1024 512 512 1024 1024 512
Extrato de caju fermentado 04 1024 512 512 1024 512 512

(+) Crescimento microbiano (-) Auséncia de crescimento microbiano

Os extratos de caju fermentado demonstraram ter uma atividade antifungica de largo
espectro, com eficacia contra as estirpes de T. rubrum LM_629, T. mentagrophytes LM-119, M.
canis LM-68 e M. canis LM-110 testadas frente ao dermatofitos. A microdiluicdo em caldo, apesar
de ser um método trabalhoso, € viavel e tem apresentando boa reprodutibilidade interlaboratorial.
Sem duvida, o sucesso terapéutico depende de um conjunto de fatores. Considerando a
comprovacao in vitro da resisténcia de algumas espécies de fungos a determinados antifungicos,
tornou-se evidente a necessidade de métodos de referencia, devidamente padronizados e validados,
para que os testes de susceptibilidade aos antifungicos sejam utilizados na pratica.

3.2 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

A grande incidéncia de infec¢Bes causada por microrganismos principalmente em pelos,
unhas e pele e a resisténcia as drogas antifungicas acentua a necessidade de estudar novas fontes de
drogas, como produtos naturais (Lima et al., 2012). As substancias a base de plantas sdo usadas no
tratamento de varias doencas, mas a sua aplicacdo como fonte potencial de novos medicamentos
ainda é muito pouco explorado (Medeiros et al., 2017).

Os dados da avaliagéo da citotoxicidade mostrou que o extrato de caju apresentou resultados
negativos para hemdlise na concentracdo estudada. Esses resultado torna-se importante para estudos
futuros que venham a ser feitos, como também garante que o uso desses extrato na fabricacdo de
farmacos ndo apresenta danos as células, outros teste devem ser feitos para confirmar a eficacia
desses extratos por exemplo, atividade larvicida, atividade antimicrobiana, de viabilidade celular,

como também a possivel capacidade de inibir o crescimento de células, entre outras.
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Gréficos 01- Avaliacdo da citotoxicidade do extrato de caju in natura frente as
hemécias do tipo A, B e O, respectivamente. *p<0,05 amostra versus controle

positivo.
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Graficos 02- Avaliacdo da citotoxicidade dos extratos frente as hemacias do tipo A, B
e O, respectivamente. *p<0,05 amostra versus controle positivo.

E evidente a importancia da avaliacio do balanco entre a atividade farmacoldgica versus
toxicidade de uma determinada substancia para verificar sua aplicabilidade terapéutica.

Um dos modelos experimentais utilizados para avaliacdo da toxicidade in vitro é o ensaio de
citotoxicidade em eritrécitos. Esse teste é usado como método de triagem para toxicidade de novas
drogas a fim de estimar os danos que elas podem produzir in vivo (Schreier et al., 1997; Aparicio et
al., 2005). A avaliacdo da citotoxicidade de constituintes tem como vantagens a reducédo dos efeitos
sistémicos, da variabilidade entre experimentos, menor gasto de droga, tempo, reducdo dos testes
em animais, além de permitir estudos em células humanas (Spielmann et al., 2008). De acordo com
Rangel et al.(1997) o percentual de hemdlise entre 0 a 40% pode ser considerado baixo, de 40 a
estima a toxicidade das substancias, pois, ao contrario do que acontece num organismo Vivo, 0S
produtos metabdlicos nocivos acumulados no meio de cultura ndo podem ser excretados ou

metabolizados.
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CONCLUSAO

O extrato do pseudofruto do caju (Anacardium occidentale L.) produziu potencial atividade
antifungica contras os microrganismos (T. rubrum LM_629, T. mentagrophytes LM-119, M. canis
LM-68 e M. canis LM-110) in vitro sobre os fungos filamentosos / dermatdfitos, principais
microrganismos causadores de infeccBes em animais e humanos, 0 extrato nas concentragdes
estudadas inibiu o crescimento e causou a morte dos fungos. Este fato é importante uma vez que se
investigam solucdes vidveis para o bem estar da humanidade, tendo em vista as reconhecidas
propriedades atribuidas a esses extratos. Os testes de citotoxicidade apresentaram bons resultados,
mostrando que o0s extratos de caju apresentam grande tendéncia a serem usados na industria de bio
transformacdo, uma vez que ndo apresentaram toxidade. As investigacdes desta natureza sao
importantes, pois eles fornecem expectativas mais claras para futuro estudos farmacoldgico, com
vista a uma melhor compreensdo do modo de acdo dos extratos, bem como sua toxicidade e
possivel aplicacdo terapéutica. Extrato de caju pode ser a base para estudos adicionais, uma vez que
sugerimos que os mesmos produzem efeitos benéficos. Esses estudos podem ser precursores para a
producdo de produtos biotecnoldgicos, uma vez que a literatura ndo relata o uso do extrato de caju

fermentado.
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Félix.A.C.S. Avaliacdo do potencial do penicillium roqueforti ATCC 10110 no incremento
dos teores de fendlicos totais e da capacidade antioxidante dos residuos do pseudofruto do
caju

7. CONCLUSAO

7. CONCLUSAO

O residuo de caju (Anacardium occidentale L.). contém macronutrientes em quantidades relevantes
e fitoquimicos com elevada propriedades antioxidantes reconhecidas. Compostos fendlicos estdo
entre os fitoquimicos presentes em grandes proporcéao neste residuo. Estes fitoquimicos podem ser
eficientemente extraidos com 60% de agua,30 % de acetona e 10 de etanol no tempo de 2 horas de
extracdo,com velocidade de agitacdo de 200 rpm e temperatura de 35° C e velocidade de
centrifugacao de 5000 rpm. O extracto obtido nestas condic¢des revela uma forte capacidade de
eliminacdo de radicais DPPH e ABTS. Os resultados mostram que o0s residuos de caju é uma fonte
potencial de compostos fendlicos e antioxidantes, com possiveis aplicacdes em farmacologia,
medicina ou como alimento contra a oxidacao de células no corpo humano causada por radicais
livres.

O presente estudo confirmou as vantagens da aplicacdo da metodologia da superficie de
resposta na extracdo dos compostos fendlicos e determinacdo da atividade antioxidante. Os
resultados demonstram que os residuos da agroinddstria do caju podem ser considerados uma
importante biomassa natural alternativa e barata para desenvolvimentos de estudos na extragdo de
compostos bioativos. A metodologia da superficie de resposta podendo ser aplicada para determinar
as melhores condic¢Oes experimentais, principalmente devido as suas vantagens, no custo beneficio
quando se podem conseguir bons resultados como o minimo de gasto de tempo e reagentes e
condi¢cdes que se possa controlar e estimar a melhor resposta, também tendo a vantagem de

obtencdo de muitas informac¢Ges com uma quantidade menor de experimentos em relacdo a outros

métodos.
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Os microrganismos usados na fermentacdo apresentam um grande potencial na producédo de
compostos bioativos, que podem ser explorados, porém existem poucos estudos relacionados ao
processo de fermentacdo. Desta forma, a crescente preocupacdo em minimizar o impacto da agéo
humana sobre 0 meio ambiente ja torna a fermentacdo de residuos da agroindustria de frutas um
residuo bastante promissora para o reaproveitamento. Aliado, a possibilidade de se produzir

compostos bioativos com aplicacdo industrial com uso de matéria prima que antes seria descartada.
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