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RESUMO

Compostos classificados como antioxidantes atuam inibindo ou diminuindo os efeitos provocados pelos
radicais livres. Véarios métodos tém sido desenvolvidos para obter-se uma avaliagdo, seja qualitativa ou
quantitativa, da capacidade antioxidante de inumeros compostos, tanto através de testes quimicos ou utilizando
testes bioldgicos. Neste contexto, o presente trabalho objetivou avaliar a estabilidade do potencial antioxidante
do suco e do material seco de caju (Anacardium ocidentale Linn) antes e apds a técnica de spray- drying em
leveduras Sacharomyces cerevisae proficientes e deficientes em defesas antioxidantes. O suco de A.
occidentale L reduziu a inibicdo do crescimento em todas as linhagens testadas, demonstrando seu potencial
antioxidante. Dentre todas as quatro linhagens da levedura, as variantes SOD2A e SOD WT apresentaram
maiores percentuais de redugdo da inibicdo do crescimento antes e apds a secagem. Ja nas mutantes
SOD1A/SOD2A e SOD1A a substancia testada apresentou baixa atividade antioxidante. O suco do pseudofruto
de A. occidentale L demonstrou potencial antioxidante, através do aumento da sobrevivéncia de leveduras,
verificado pela diminuicdo do dano causado pelo perdoxido de hidrogénio, antes e apdés a secagem por
aspersao, o que mostra que a técnica de spray drying ndo alterou o potencial antioxidante do material
analisado.

Palavras-chave: Caju, extrato seco, estabilidade, atomiza¢cdo

ABSTRACT

Compounds classified as antioxidants act by inhibiting or reducing the effects caused by free radicals.
Several methods have been developed to obtain an evaluation, it is qualitative or quantitative, the antioxidant
capacity of various compounds, both by chemical tests or by using biological tests. In this context, this study
aimed to evaluate the stability of the antioxidant potential of the juice and the dry material of cashew
((Anacardium ocidentale Linn) before and after spray-drying technique in yeast Saccharomyces cerevisiae
proficient and deficient in antioxidant defenses. The juice of A. occidentale L reduced the growth inhibition in all
strains of tested, demonstrating its antioxidant potential. Among all four strains of yeast, the variants SOD2A
WT and SOD showed higher percentages of reduction in growth inhibition before and after drying. Since the
mutants SOD1A/SOD2A and SOD1A the substance tested had low antioxidant activity. The juice of pseudofruit
of A. occidentale L showed antioxidant potential by increasing the survival of yeast, verified in the reduction of
damage caused by hydrogen peroxide, before and after spray drying, which shows that the technique of spray
drying did not alter the antioxidant potential of the material analyzed.

Keywords: Cashew, dry extract, stability, atomization
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INTRODUGAO

Anacardium occidentale Linn (Familia
Anacardiaceae) é uma planta tipica da regido
Nordeste do Brasil e cada vez mais o seu cultivo
adquire importancia socioeconémica.
Botanicamente, o fruto verdadeiro do cajueiro é a
castanha, uma améndoa envolvida por uma
casca dura; enquanto que o pedunculo,
pseudofruto ou macd é conhecido como caju e
apresenta estrutura semelhante a uma fruta,
fibrosa e suculenta (LUBI e THACHIL, 2000).

O Caju possui consideravel importancia
econdémica, pois seus componentes tém
numerosos usos comerciais. A sua castanha é
de alto valor nutritivo, com cerca de 40 - 57% de
6leo e 21% de proteinas. O cultivo do caju é uma
das principais atividades agronémicas no
Nordeste brasileiro, sendo que quase toda a
producdo esta concentrada nos estados do
Ceara, Piaui e Rio Grande do Norte. A castanha
de <caju e pedunculo sao utilizados na
alimentacdo humana. O Brasil lidera a producao
da maca do caju, detendo 95% da produgao
mundial. A composi¢do do pedunculo é muito
complexa, apresentando vitaminas, taninos, sais
minerais, acidos organicos e carboidratos, o que
o torna um alimento importante (FETUGA et al.,
1975).

Compostos classificados como
antioxidantes atuam inibindo ou diminuindo os
efeitos provocados pelos radicais livres. Varios
métodos tém sido desenvolvidos para obter-se
uma avaliacdo, seja qualitativa ou quantitativa,
da capacidade antioxidante de inumeros
compostos, tanto através de testes quimicos ou
utilizando testes bioldgicos. Os testes quimicos
sdo bem mais rapidos e simples de serem
executados. Entretanto, n&o possuem tanta
correlacdo com as condicbes celulares do
homem. Os ensaios microbianos ‘in vivo’
utilizando-se, especialmente, células eucaridticas
de uma levedura conhecida como
Saccharomyces cerevisiae, tém se mostrado
muito inclinado na capacidade de avaliar a
atividade antioxidante de diferentes compostos,
fornecendo resultados rapidos, reprodutiveis e
passiveis de serem correlacionados ao
observado no homem (SOARES; ANDREAZZA;
SALVADOR, 2005).

Por definicdo, spray-drying € o processo
de transformacido de solugdes ou suspensodes
em particulas secas, formadas a partir da

atomizacdo de solugdes ou suspensdes em um
meio aquecido. E um processo que ocorre de
forma continua, abrangendo as etapas de (1)
alimentacdo da solugdo ou suspensdo no
atomizador, (2) atomizagéao, (3) mistura do spray
com o ar de secagem, (4) evaporagdao do

solvente, (5) separagdo do produto seco
(OAKLEY,1997).

Dentre as aplicagbes principais da
secagem por aspersao, pode-se citar, na

categoria de alimentos, a producédo de leite em
po, café cha, ovos, cereal e condimentos. Na
categoria farmacéutica, a produgdo de
antibioticos, aditivos e ingredientes médicos,
assim como o0 micro encapsulamento. Na
categoria industrial, pode-se mencionar o0s
pigmentos de tinta, materiais cerdmicos e
suportes de catalisadores (DA SILVA, 2007).

Os antioxidantes naturais presentes em
frutas e vegetais tornaram-se o objeto de maior
interesse nos ultimos anos. Tal importancia é
baseada em estudos farmacologicos, que
demonstram a associagao entre o consumo de
produtos naturais e mais baixo risco de doencgas
(SINGH et al., 2008). Uma série de estudos tém
relatado compostos fendlicos que tém excelente
atividade antioxidante, atuando como doadores
de hidrogénio, agentes redutores e varredores de
radicais (RICE-EVANS, MILLER, & PAGANGA,
1996). A inibicdo da acumulagdo de radicais
livres €& importante para reduzir o risco de
doencas crbénicas como doencas
cardiovasculares e cancer (CAILLET et al, 2007;
HWANG, YOON, E KANG, 2009).

Neste contexto, o presente trabalho
objetivou avaliar a estabilidade do potencial
antioxidante do suco e do material seco de A.
ocidentale apds a técnica de spray-drying em
leveduras Sacharomyces cerevisae proficientes e
deficientes em defesas antioxidantes.

MATERIAL E METODOS

2.1 Obtengao do suco

O suco de A. ocidentale L. foi obtido a
partir do pseudofruto da planta. O pseudofruto foi
macerado para o processo de extragdo do suco,
que foi utilizado em forma diluida em &agua
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destilada (1:10). Em seguida, o suco de caju foi
filtrado em papel filtro.

2.2 Residuo seco

Pesou-se 2 g do suco de caju em trés
diluigcdes diferentes (1:10, 1:20, 1:30) em placas
de Petri (06) previamente taradas, medindo,
aproximadamente, 50 mm em didametro e 30 mm
de altura. Evaporou o suco em banho-maria e
deixou em estufa a 100 - 105 °C, por 3 horas.
Deixou-se esfriar em dessecador, sobre
pentoxido de fésforo e pesou-se as placas. O
residuo seco foi calculado em porcentagem
sobre a massa.

2.3 Técnica do Spray drying

Primeiramente, verificou-se a valvula de
saida do material (onde deve estar acoplado o
recipiente para coleta do material). Apos esta
etapa, ligou-se o aparelho, acionando os botdes
relativos ao ventilador, ao compressor e a bomba
e ajustou-se a temperatura de operagéo para um
valor entre 170 e 190°C, bem como se acionam
as trés resisténcias, sendo a terceira uma
resisténcia termostatica que tem como funcao
manter a temperatura proxima do valor
previamente ajustado. Para regulagem da
pressdo de atomizacao, fez uso de uma valvula
posicionada na lateral do equipamento,
ajustando-se a pressao desejada. Estando o
equipamento operando adequadamente,
deslocou-se a chave presente na bomba de
mangas para a direita, de modo que ocorra fluxo
ascendente da solucdo a ser processada,
regulando-a para uma velocidade adequada de
processamento. Como adjuvante, utilizou-se
12,99 de Aerosil®200 (Dioxido de Silicio Coloidal)
em 2000mL de suco de caju. O processo durou
cerca de 3 horas e o rendimento foi de 21,5g.

2.4 Avaliagao Antioxidante

Para os ensaios de andlise da atividade
antioxidante,  foram utilizadas linhagens
proficientes e deficientes em sistema de defesa
antioxidante (SOD WT, SOD1A, SOD2A,
SOD1A/SOD2A). A linhagem Sod1 é defectiva no

sistema enzimatico que envolve a enzima
superoxido dismutase citoplasmatica
(CuzZnSOD), enquanto a SOD2 o é na SOD
mitocondrial (MnSOD); SOD1A/SOD2A ¢ o duplo
mutante, defectivo tanto na Sod mitocondrial
como na citoplasmatica e SOD WT corresponde
a linhagem selvagem, portanto proficiente nestas
enzimas. Células em fase estacionaria obtidas
apos a inoculacdo de uma colénia isolada em
meio liquido YEL a temperatura de 30°C por 24
horas, sem agitacdo. Para a avaliagdo do
potencial antioxidante, as linhagens foram
estriadas em placa de YEPD contendo no centro
um disco de papel filtro previamente estéreo em
UV. Foram preparadas trés placas, sendo que na
placa 1 foi adicionado 100uL do suco de caju, na
placa 2, adicionou-se 5uL de H,O, 10M, que
correspondeu ao controle positivo e na placa 3
adicionou-se 100uL do suco do caju e 5uL de
H.O, 10M para o co-tratamento. A numeragao
das placas foi feita da seguinte forma: 1-
corresponde a SOD WT,; 2- corresponde a
SOD1A; 3- SOD2A; 4- SOD1A/SOD2A (FIGURA
1). As placas foram incubadas por 48hs em
estufa a 30°C. Apds esse periodo, mediu-se o
halo de inibicdo do crescimento, sendo estes

resultados tabelados e analisados e
interpretados.
1
SOD WT 31
SOD1AS> 2
SOD2A >3

SODIA/SODZA >4

AN
Y

1

Figura 1. Disposi¢éo das linhagens nas placas
utilizadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Os antioxidantes atuam como defensores
contra os radicais livres (RL) e espécies reativas
de oxigénio (ERO). A produgéo destas espécies
reativas € observada em diversas condicbes
fisiologicas e desempenham papel fundamental
no metabolismo. O estresse oxidativo resulta do
desequilibrio entre as espécies oxidativas e a
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defesa antioxidante, sendo o sistema oxidante

predominante e responsavel pelo estresse
oxidativo (GUARIENTI; BERTOLIN; COSTA,
2010).

E bastante complicada a avaliagdo da
capacidade antioxidante utilizando animais de
laboratério e geralmente necessita de um grande
numero de animais para assegurar resultados
estatisticamente significativos. Ja nos ensaios
realizados com microorganismos sao muito mais
faceis, de rapida realizacdo e podem utilizar um
grande numero de células com as mesmas
caracteristicas genéticas. Devido a essas
caracteristicas, a levedura Saccharomyces
cerevisiae, um dos melhores modelos biolégicos,
sdo utilizadas para estudos de estresse
oxidativo. Extensas razbes tornam a levedura S.
cerevisiae um exemplo de sistema eucariético
unicelular para estudos de estresse oxidativo.
Trata-se de um organismo provido de nucleo e
de organelas, onde o seu metabolismo é
bastante semelhante ao de eucariotos
superiores, com mecanismos proprios de
ativacdo metabdlica (citocromo P450) e de
detoxificacdo, que nao estdo presentes em
bactérias (SOARES; ANDREAZZA; SALVADOR,
2005).

Os resultados do residuo seco
encontrados em cada diluigdo estao apesentados
no Quadro 1. Para o calculo da quantidade de
aerosil utilizado na técnica do spray drying
utilizou-se a diluigdo 1:10, na qual tirou-se a
média aritmética e obtendo um resultado de
12,99 para 30% do aerosil.

Para o estudo utilizou-se diferentes
linhagens de S. cerevisiae, que incluem: SOD1,
SOD2, SOD1A/2A (deficientes), SOD WT
(proficiente) e, através do método de disco
central observou-se a formacdo dos halos de
inibicdo formados ao redor do disco.

A Tabela 1 mostra o resultado da inibigao
do crescimento medido em milimetros do suco
de caju antes da realizagcado da técnica de spray
drying. Pode-se observar que na placa que
utilizou-se no disco central apenas o suco de
caju, nao houve inibicdo do crescimento
leveduriforme, mostrando que o caju ndo possui
atividade oxidante. Na placa onde colocou-se
apenas o agente estressor H202 no disco
central, houve inibicdo significativa do
crescimento em todas as linhagens,
comprovando que o H202 age provocando um

estresse oxidativo evidente. Na placa que foi
colocado no disco central o suco de caju e o
peréxido de hidrogénio, houve uma reducéo na
inibicho do crescimento mais evidente nas
linhagens SOD WT e SOD 2 mutada, mostrando
potencial antioxidante do suco para ambas as
linhagens.

A Tabela 2 mostra que as placas
contendo o suco de caju seco por aspersado
apresentaram resultados similares a avaiagao
antioxidante antes da técnica de secagem,
apresentando maior potencial antioxidante para
as mesmas linhagens anteriores, SOD WT e
SOD 2 mutada.

O suco de A. occidentale L reduziu a
inibicdo do crescimento em todas as linhagens
de S. cerevisiae testadas, demonstrando seu
potencial antioxidante, como apresentado nas
Tabelas 1 e 2. Dentre todas as quatro linhagens
da levedura, as variantes SOD2A e SOD WT
apresentaram maiores percentuais de redugao
da inibicdo do crescimento antes e apos a
secagem. Ja nas mutantes SOD1A/SOD2A e
SOD1A a substancia testada apresentou baixa
atividade antioxidante.

Para proteger o organismo das ERO, as
células  possuem enzimas de  carater
antioxidante, tais como: Glutationa peroxidase
(GPx), Catalase (CAT) e a Superoxido dismutase
(SOD). A Saccharomyces cerevisiae, assim como
muitos outros organimos eucariotos, possui
CuZnSOD, um produto do gene SOD1, oriundo
do citosol, nucleo e lisossomos. A MnSOD, que é
um produto do gene SOD2, é natural da matriz
mitocondrial (MARTINS; MANFREDINI;
BENFATO, 2005).

A levedura Saccharomyces cerevisiae
possui diversos mecanismos de defesa contra
danos oxidativos ao DNA, dentre eles se
encontram as enzimas superoxido dismutase,
catalase e peroxidase além do préprio o reparo
do DNA no mecanismo de replicacdo (LIMA;
VIEIRA; COSTA JUNIOR, 2007). A enzima
superoxido dismutase é a principal protetora
celular frente a radicais livres, quando multada,
como no caso da das linhagens utilizadas, expde
a células a danos no material genético.

As Figuras 2 e 3 mostram
fotomicrografias do crescimento das leveduras
nas trés placas e em todas as linhagens
estudadas antes e apds a técnica de secagem
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por aspersao.

De acordo com Bilinski (apud GASPARRI,
2005) “as linhagens mutantes sod7A, que sao
deficientes nesta enzima, mostram problemas no
crescimento em condicbes aerdbias, se
apresentam muito sensiveis em situacdes de
hiperéxia”. As mutantes sod2A, possuem
deficiéncia nesta enzima, sdo hipersensiveis a
presenca de oxigénio e crescem mal ou nao
crescem de forma alguma em fontes de carbono
nao fermentaveis (GASPARRI, 2005). A mais
severamente afetadas, sdo as das linhagens
sod1A/ sod2A, deficientes em ambas as enzimas,
que exibem peculiarmente todas as
caracteristicas das mutantes sod1A e sod2A
(MARTINS; MANFREDINI; BENFATO, 2005).

O processo do Spray drying envolve
basicamente cinco etapas: concentragao, onde a
matéria-prima normalmente é concentrada antes
da introducdo no aparelho; atomizagdo; contato
do liquido atomizado com gas quente; remogao
da umidade e separagdao do produto final. o
sistema tem a vantagem de poder ser projetado
para qualquer volume de alimentagao,
empregando uma operag¢ao continua, de facil
controle e aplicavel tanto para substancias
termoestaveis como termolabeis. a partir disso,
podem-se estabelecer parametros criticos de
manuseio tais como a temperatura de admissao
e de saida do ar, bem como do liquido utilizado,
teor de sdlidos, viscosidade, volatilidade, tensao
superficial e até mesmo a resisténcia a abrasao e
corrosao do material dos bicos de sucgao
(CHEGINI E GHOBADIAN, 2007). O ar dentro
da camara mantém um padrdao de fluxo
impedindo a deposicdo do produto seco na
parede do atomizador, logo tanto o movimento do
ar como a temperatura de entrada do ar
influenciam o produto final. Entretanto o suco de
algumas frutas tem propriedades naturais
higroscopicas e termoplasticas o que consiste
em um problema no manuseio do pd obtido por
Spray drying, havendo a necessidade da
utilizacdo de um agente de secagem que pode
ser amido, gomas naturais, maltodextrina ou
sacarina, por exemplo, impedindo a coesao das
particulas no interior do equipamento (VIVIANE
et al., 2005).

O processo de secagem por aspersao
possui diversas vantagens, como a selecdo
adequada do equipamento com base nas
caracteristicas pretendidas para o produto final; o

controle da uniformidade e do tamanho das
particulas do produto pela manipulacido das
variaveis do processo; o fato de ser um processo
continuo, podendo ser alteradas condi¢cbes de
operagao sem a necessidade de interrupgao;
rapidez e rendimento, pois a evaporagao ocorre
em fracoes de segundos, em virtude da formacéao
de inumeras goticulas que proporcionam uma
grande area superficial para trocas térmicas e
transferéncia de massa; as particulas resultantes
apresentam forma esférica uniforme e uma
rdpida dissolugcdo, devido a grande area
especifica e o custo do processo sido baixos
(BAHANDARI et al. 1993).

As principais desvantagens deste processo de
secagem sao: o equipamento apresenta grandes
dimensdes, necessitando de instalagbes fisicas
adequadas; o custo inicial é alto, pois necessita
de investimento em instalacées e a limpeza dos
equipamentos € onerosa, devido a utilizagéo de
grandes quantidades de fluidos de limpeza, como
principalmente a agua. Porém, o valor do produto
final pode justificar o 6nus inicial (BAHANDARI et
al. 1993).

A facilidade e a rapidez na obtencao de
culturas permitem sua manipulagdo em
laboratorio, para a realizagdo dos mais diversos
experimentos, podendo ser realizado um grande
numero de repetigdes, tornando essa levedura
uma excelente fonte para estudos de estresse
oxidativo (SOARES; ANDREAZZA; SALVADOR,
2005).

Sob o ponto de vista genético e
metabdlico, a levedura Saccharomyces
cerevisiae, é um dos organismos mais
categéricos a serem utilizados em testes
bioldgicos, podendo ser realizada a avaliagdo da
capacidade pela medida da sobrevivéncia de
células tratadas com o antioxidante e agentes
estressores (GUARIENTI; BERTOLIN; COSTA,
2010).

CONCLUSOES:

O suco do pseudofruto de A. occidentale L
demonstrou potencial antioxidante, através do
aumento da sobrevivéncia de leveduras,
verificado pela diminuicdo do dano causado pelo
peréxido de hidrogénio, antes e apds a secagem
por aspersdo, 0 que mostra que a técnica de
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spray drying ndo alterou o potencial antioxidante
do material analisado.

Sugere-se a realizacao de outros estudos
sobre o concentrado de A. occidentale L a fim de
definir qual substancia possui tal atividade
antioxidante, para que este possa ser utilizado
para fins terapéuticos.
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Quadro 1. Resultados encontrados na metodologia do residuo seco.

Placa | Diluicdo Peso da Placa Peso pés estufa Residuo Seco
(9) (9) (9)
1 1:10 52,117 52,161 0,044
2 1:10 46,251 46,293 0,042
3 1:20 34,337 34,355 0,018
4 1:20 31,955 31,974 0,019
5 1:30 27,515 27,527 0,012
6 1:30 30,718 30,733 0,015

Tabela 1: Inibicdo do crescimento em milimetros do suco de caju antes da técnica de

spray drying
SOD WT | SOD 1A | SOD 2A SOD 1A
/SOD2A
Caju 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
Caju + H202 10 mm 10 mm 11,5 mm 15 mm
H202 14,5 mm 10,5 mm 18,5 mm 15,5 mm

Tabela 2: Inibicdo do crescimento em milimetros do suco do caju apds a técnica de

spray drying
SOD WT sSOD 1A sSOD 2A sSOD 1A
/S0OD2A
Caju 0 mm 0 mm 0 mm 0 mm
Caju + H202 13 mm 10,5 mm 12,5 mm 13 mm
H202 15 mm 11 mm 16 mm 14 mm
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Figura 2. Resultados da avaliagao antioxidante antes da técnica de spray drying. A- Suco de
caju; B- Peroxido de Hidrogénio; C — Suco + perdxido.

Figura 3. Resultados da avaliagao antioxidante apos a técnica de spray drying. A- Suco de caju;
B- Peréxido de Hidrogénio; C — Suco + peroxido.
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