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RESUMO

As frutas tropicais sempre despertaram interesse de pesquisadores de
diversas areas devido as varias fungdes que lhe sfo atribuidas. Recentemente tem
sido relatado a importincia de alguns constituintes do caju (Anacardium occidentale
L) com aplicagdes industriais ¢ medicinais. Foram coletadas castanhas de caju de
dois clones de cajueiro-ando-precoce CCP-76 ¢ CCP-09 em cinco estigios de
maturagdo, sendo o primeiro estagio coletado com doze dias ap6s a fecundagdo da
flor e os estagios seguintes foram coletados com intervalos de doze dias até o
sexagésimo dia, quando o fruto, a castanha, completa o amadurecimento,
provenientes da cidade de Mossoré do Estado do Rio Grande do Norte, para
extracfio do 6leo da casca da castanha de caju (CNSL) com éter etilico, hexano e
pentano. A concentragfio dos acidos anacardicos foi determinada por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC). A andlise qualitativa dos extratos etilicos do
oleo da casca da castanha de caju foi realizada em Cromatografia em Camada
Delgada de Alta Performance (HPTLC) ¢ Cromatografia Liquida de Alta Eficincia
(HPLC). A Cromatografia em coluna de silica gel 60 foi utilizada para separar a
fragdo constituida pelo 4cido avacéardico da outra fragdo que contém o cardol e
cardanol. Através da analise por HPTLC dos extratos etilicos do 6leo da casca da
castanha de caju dos clones de cajueiro-ando-precoce, foram visualizadas fragdes
com intensa cor azul fluorescente quando irradiadas com luz ultravioleta U.V. a
254nm, caracteristicas dos acidos anacéardicos. Desse modo, foram observadas
diferencas visuais das fragdes de acidos anacardicos entre os estdgios dos mesmos

clones e entre os clones CCP-76 e CCP-09. A andlise quantitativa das fracOes de
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acidos anacérdicos foram realizadas por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC). Os cromatogramas obtidos por HPLC demonstraram perfis
diferentes entre os estdgios do mesmo clone, como também quando comparados
com os clones entre si, havendo uma correlagdo com os resultados do HPTLC. O
6leo das cascas do quinto estigio de maturagio correspondente ao tempo de
sessenta dias do clone de cajuero-anido-precoce CCP-09 apresentou maiores teores
de acidos anacardicos Cis; 6—[8(.2),11(Z),}.4-penmdecatrienyl].écido salicilico:
Cisp 0-[8(Z2).11(Z)-pentadecadienyl]acido  saliciico e  Cysy  6-[8(Z)-
pentadecenyl]acido salicilico, em relagfo as cascas do CCP-76. Os resultados
demonstraram que as concentragcdes dos dcidos anacardicos foram variaveis,
dependendo dos clones e do estigio de maturagdo. A atividade antimicrobiana dos
acidos anacardicos foram testadas contra Strepfococcus mutans, Staphylococcus
aureus, Candida albicans, Candida utilis, Aspergillus sp ¢ Trichodermus sp.  Os
acidos anacardicos demonstraram potente atividade imibitéria contra a bactéria
Streptococcus mulans, uma das bactérias responsavers pela carie dentdna, quando

comparado com 08 outros MICTOrganismos.
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SUMMARY

Tropical frmts have always been an interesting subject for researchers of
various areas, due to the several functions aftributed to them. The importance of
some constituents of cashew (Anacardium occidentale 1) for mdustrial and
medicinal applications has recently been reported. Cashew nuts of two clones of
cashew-midget-precocious CCP-76 and CCP-09 were collected in five stages of
maturation, the first stage bemng collected twelve days after the flower fecundation
and the following stages collected of intervals of twelve days up to the sixtieth day,
when the fruit, the cashew nut, completes its maturation. The cashew nuts came
from the city of Mossoré in the State of Rio Grande do Norte, for the extraction of
the oil from the cashew nut shell (CNSL) with ethyl ether, hexane and pentane. The
concentrations of anacardic acids were determined by high-performance hiquid
chromatography (HPLC). A qualitative analysis of the ethyl extracts of the cashew
nut shell o1l was accomplished using high-performance thin-layer chromatography
(HPTLC) and high- performance liquid chromatography (HPLC). Open column
cromatography of silica gel 60 was used to separate the anacardic acids fraction
from the other fraction which contained cardol and cardanol. From the HPTLC
analysis of the ethyl extracts of the cashew nut shell oil of the clones of cashew-
midget-precocious, fractions were visualized with an intense fluorescent blue color
when irradiated with ultraviolet light at 254mm, which is characteristic of anacardic
acids. Visual differences fractions anacardic acids were observed amongst the
different stages of the same clone and between the clones CCP-76 and CCP-09. A

quantitative analysis of the fractions of anacardic acids was accomplished by high-



performance liquid chromatography (HPLC)., The HPLC chromatograms  also
demonstrated differents profiles amongst the stages of the same clone, as well as
between the clones, correlating with the HPTLC results. The oil of the shells of the
fifth maturation stage, corresponding to sixty days of the clone of cashew-midget-
precocious CCP-09, presented greater concentrations of anacardic acids C15:3 6-
[8(Z2),11{Z),14-pentadecatrienyl]salicilic acid: C15:2 6-[8(Z),11(Z)-pentadecadienyl]
salicilic acid and C15:1 6-[8(Z)-pentadecenyl]salicitic acid, in relation to the shells
of CCP-76. The results demonstrated that the concentrations of the anacardic acids
were variable, depending on the clomes and on the maturation stage. The
antimicrobial activity of the anacardic acids was tested against Strepfococcus
mutans, Staphylococcus aureus, Candida albicans, Candida wtilis, Aspergillus sp
and Trichodermus sp. The anacardic acids demonstrated potent mhibiting activity
against the bacteria Streptococcus mutans, one of the bacteria responsible for dental

decay, when compared with other microorganisms.
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1. INTRODUCAO

O cajueiro (Anacardium occidentale L.}, ¢ uma espécie de planta arborea
nativa da América tropical, € que pode atingir 10-12m de altura. Estas espécies
pertencem a classe das dicotileddneas, ordem terebintales, familia Anacardiaceae.

Esta familia possui cerca de 60 géneros e 400 espéeies (TOSCHI et ahii, 1993).

A maioria dos pomares de cajueiro existentes no Brasil, implantados sob
regime de sequeiro, usou mudas de pé-franco do tipo comum, com base na falsa
prenussa de que a planta pode ser cultivada sob condigdes de extrema adversidade
hidrica. Confudo, com 2a mirodugdo do cajueiro-anfio-precoce, o sistema de
produgio com base no emprego de clones melhorados, cultivos adensados,
fertilizantes e controle sanitdrio estd evoluindo, com perspectivas de utilizagfo da
irrigacfo, que certamente promovera aumento da produtividade, menor risco,
ampliagio do periodo de colheita ¢ melhoria da quabdade da castanha e pedinculo

OLIVEIRA et alii (1995).

A produtividade média esperada (kg de castanhas/ha), obtida com os
principais clopes de cajuewo-ando-precoce recomendados pela Embrapa
Agromdistnia Tropical, quando cultivados sem o uso da irrigagdo, é a seguinte:
CCP-76 - 31 kg/ha no primerro, 163 kg/ha no segundo, 306 kg/ha no terceiro ¢ 307
kg/ha no quarto Figura 1 ; CCP-09 - 51 kg/ha no primewro ano, 184 kg/ha no
sepundo, 367 kg/ha no terceiro e quario e 712 kg/ha no quinto Figura 2 ; CCP 1001 -
65 kg/ha no primeiro, 367 kg/ha no segundo, 557 no terceiro e 1.187 kg/ha no



quarto ano BARROS et alii (1993). Na regifo litordnea do Ceara, o periodo ¢ a
distribuigdo da produgfio de castanha ocorrem nos meses de agosto (21%), setembro
(41%), outubro (14%), novembro (12%), dezembro (10%) e janeiro (2%)
(PARENTE & OLIVEIRA, 1995).

As cascas da castanha de caju sdo ricas fontes de derivados do acido
salicilico e resorcinol, formados pela adigdo de uma longa cadeia alquil, chamados
de 4cidos anacérdicos ¢ carddis. Juntos, eles representam 30% do peso das cascas,
sendo os acidos anacardicos responsaveis por 70% e os cardéis por 25% do dleo da
casca da castanha de caju O restante consiste de pequenas quantidades de 2-

metilcardois e cardanois.

Vartos conservantes naturais podem ser encontrados em plantas, como por
exemplo, 6leo da casca da castanha de caju, Oleos essenciais da laranja ¢ do limio,
os quais sdo conhecidos como possuidores de atividade antimicrobiana, podendo
em alguns casos considerar-se que a eficiéncia destes & superior a dos conservantes
quimicos. Trabalhos t8m relatado que desinfetantes a base de oleos essenciais de
hmio ¢ laranja, em solugdo aquosa, sfo capazes de controlar microrganismos
formadores de esporos mais eficientemente quando comparado com fendis SUBBA

et alii (1967); KUBO et alii (1993).



| CLONE CCP-76

Figura 1. Clone de cajueiro-anao-precoce CCP-76



Figura 2. Clone de cajueiro-ando-precoce CCP-09



Considerando a necessidade por novos agentes antimicrobianos
provenientes de fontes vegetais, portanto, naturais, biodegradaveis e renovaveis,
pesquisas estdo sendo desenvolvidas para descobrir substincias com propriedades
preservadoras dos alimentos e produtos cosméticos, & que possam trazer beneficios
a saide humana. Inimeros trabalhos tém demonstrado a importdncia destes
preservativos naturais, ndo toxicos, nas indastrias de alimentos e farmacéutica, que

poderiam ser largamente utilizados em alimentos processados e ndo processados.

A presenca destes diversos compostos fendlicos, e em particular dos
acidos anacardicos, explicam a grande diversidade de propriedades terapéuticas
relatadas na hiteratura. Os acidos anacardicos Figura 3 sfo formados por 15 atomos
de carbonos em uma longa cadeia alquil com diferente grau de insaturagdio, unidos a
wm anel aromatico apresentando wm grupo carboxila ¢ uma hidroxila (SHOBHA et

alii, 1994).



1: Cys5.4- 6-]8(Z)-pentadecenyl]acido salicilico

2: Cys9 6-{8(2),11(Z)-pentadecadienyljacido salicilico

3: Ci53 6-18(2),11(Z),14-pentadecatrienyl]4cido salicilico

FIGURA 3. Configuracio geral dos acidos anacardicos.



O Brasil ¢ grande produtor de condimentos e ervas aromaticas,
empregadas tanto pela indastria de alimentos quanto pelas inddstrias farmacéuticas e
de cosméticos. Além destes podemos citar outros produtos como o0s 6leos essenciais
e/ou oleoresinas destes e de outros produtos que poderiam vir a ser uma importante
fonte de divisas para o pais. A extragdo de dleos vegetais, poderiam também, vir a

ser uma promessa de divisas, ndo sO para o Brasil, como para outros paises da

América do Sul.

Estamos vivendo um momento, no qual o consumidor esta, cada vez mais,
consciente de seu direito de exigir um produto de qualidade. Este termo qualidade
esta aqui, sendo empregado para designar um produto final isenfo de residuos
toxicos e potencialmente nocivos a satde individual, bem como & satde coletiva do
nosso planeta. Por este motivo, temos observado a partir das Gltimas décadas o
desenvolvimento de tecnologias gue explicitamente se preocupam com a qualidade
de vida global. Em relag#o as industrias de alimentos, de cosméticos, farmacéutica e
correlatas estd sendo estimulade o estudo de tecnologias limpas, isto €, tecnologias
que fornecam produfos sem residuos toxicos e que ndo produzam residuos toxicos.
Neste sentido, as tecnologias extrativas tém sido preferidas as tecnologias que

empregam sintese.

Segundo, KUBO et alii (1994) o grande niimero de produtos naturais
apresentam  relativa atividade antimicrobiana. Por outro lado eles sfo
biodegradaveis e renovavels. A aplicagio destas substdncias naturais e renovaveis
para produtos cosméticos tem aumentado muito o interesse. No entanto, estudos séo

necessarios para aumentar a atividade. As bicatividades destes compostos tém



atraido consideravel atengio nos tGitimos anos. Estas propriedades incluem:

antitumor, moluiscicida, antibidtico ¢ antiacne.

O emprego de preservativos quimicos ¢ um dos varios métodos utilizados
na preservagdo dos alimentos da deterioragio por microrganismos. Com o
desenvolvimento da tecnologia de alimentos, novos aditivos alimentares estdo sendo
pesquisados para uso pelas industrias de alimentos. Nos ltimos anos comegou a
surgir um interesse no emprego de conservantes naturais ndo toxicos que poderiam

ser utilizados eficientemente em certos alimentos processados e nfo processados.

SHOBHA et alu (1992) relataram que a composigdo do dleo da casca da
castanha de caju (CNSL) varia com o método de produgdo . Os acdos
anacardicos sendo termicamente instavels, sdo rapidamente  descarboxilados
durante o processamento, de tal modo que os cardois por esta técnica passa a ser o
componente majoritario. Pequenas quantidades de cardois (1%) podem ser

enconfrados na casca nfo processada de caju.

Neste trabalho serdo estudados os acidos anacardicos, cardol,
2-metilcardol ¢ cardanol, dando énfase principalmente aos #cidos anacardicos
encontrados no odleo da casca da castanha de caju devido as suas amplas

propriedades bioldgicas.



2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Identificar e caracterizar os compostos fendlicos do o6leo da casca da
castanha de caju de dois clones de c¢ajueiro-ando-precoce CCP-76 ¢ CCP-09 em

¢inco estagios de maturagio.

2.2, Especifico

1. Anslise qualitativa dos compostos fenolicos do dleo da casca da
castanha de caju por cromatografia em camada delgada (TLC) e cromatografia em
camada delgada de alta performance (HPTLC).

2. Separacio dos acidos anacardicos por cromatografia em coluna e

analise quantitativa por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

3. Estudar a mfluéncia dos clones de cajueiro-ando-precoce CCP-76 ¢
CCP-09 e os seus respectivos estagios de maturagido na concentragfo absoluta € na

propor¢éo relativa dos monoenos, dienos ¢ trienos dos acidos anacardicos.

4. Estudar a attvidade antimicrobiana dos acidos anacardicos do dleo da

casca da castanha de caju.



3. REVISAQ BIBLIOGRAFICA

3.1. Natureza quimica

Os 4cidos anacéardicos sdo 4cidos salicilicos substituidos na posigio 6 por
longas cadetas de grupos alquil saturados ou insaturados GELLERMAN &
SCHLENK (1968), GELLERMAN et ahi (1969). A variedade das cadeias alquil nos
acidos anacardicos encontrado na natwreza sugere uma designacdo semelthante a
aquela comumente aceita para os acidos graxos. S4o usadas as abreviagtes An,13:0;
An,15:3 e Anl7:1, etc, para especificar n-tridecil, n-pentadecatrienil, n-heptadecenil,
etc, como as cadeias alquil nos 4cidos anacardico individual (IZZ0 & DAWSON,
1949).

GELLERMAN & SCHLENK (1968) relataram que a principal fonte de
acidos anacardico s3o as castanhas do caju, porém, podem também ser encontrados
em folhas e castanhas da arvore de ginkgo (Ginkgo biloba). Ginkgo biloba e
Anacardium occidentale sio conhecidos por serem altamente resistentes a msetos

NOCIVOS.

Segundo SONDHI & PRUTIH (1980} a composigdo fisico-quimica de
uma fruta e conseqiientemente do suco extraido varia em fun¢io do cultivar, grau de
amadurecimento, tamanho da fruta, colheita, sanidade da planta, pomar e localizagéo
geografica. E interessante notar que durante o desenvolvimento do pseudofruto do
caju de ambas as variedades (vermelha ¢ amarela), havia um gradual aumento no

peso, umidade, °Brix : acidez, acido ascorbico, agiicares totais ¢ glicose, enquanto
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em geral, ocorria uma diminuigdo na porcentagem da acidez, polifen6is e nitrogénio.
Andlises quantitativas revelaram que a biossintese do 4cido ascorbico provocava

uma simultdnea oxidagio dos polifendis.

SHOBHA et alii (1992) verificaram que durante o desenvolvimento da
casca, semente e pseudofruto do caju ocorreram mudancas na proporcdo relativa dos
monoenos, dienos e trienos dos fendis. Os acidos anacardicos saturados foram
apenas detectados na casca, e o pseudofruto apresentou ao redor de 2 - 5% do total
dos lipidios fendlicos, e sua propor¢do permaneceu constante. A proporgfio relativa
dos 4cidos anacardicos monoenos foi alta durante a primeira semana, diminmindo
durante as proximas dvas semanas, enquanto que os dienos e irienos aumentaram
durante 0 mesmo periodo. A proporgéo relativa dos acidos anacardicos insaturados
permaneceu malterada durante as semanas seguintes. A insatura¢do com a formacdo
de duas e trés duplas ligacdes dos 4cidos carboxilicos sugere um caminho
semelhante a aqueles dos acidos graxos nas plantas. Os autores sugeriram 2
possibilidade de ocorrer dessaturagdo apos formagfo do anel aromatico ao menos no
caso dos acidos anacardicos. Contudo, cardanol e cardol quase nio foram
detectados na casca, a0 passo que os acidos anacardicos foram diferente, a
proporcdo relativa dos dienos e trienos permaneceram constante durante o periodo
total de crescimento. Os mesmos autores relataram que independentemente de sua
mportincia industrial e biologica, a biogénese dos lipidios fendlicos € de grande
mteresse, especialmente devido ao predominio de acidos graxos ciclicos Cy, e sua
insaturacdo terminal ndo usual. Enquanto ndo ha wm trabalho definitivo scbre o
assunto, varias possibilidades devem ser consideradas. Por exemplo, o 4cido

anacardico 6-[8(Z)-pentadecenil] acido salicilico pode ser derivado do acido

1



palmitoléico por alongamento da cadeia com trés unidades de malonato, seguida
pela redugdo e formacdo do anel aromatico. Os outros dcidos anacardicos devem
também ser derivados dos proprios dcidos graxos Cis mnsaturados, ou a desaturagéo
da cadeia lateral deve ocorrer apos a formacdo do anel aromatico. Semelhantemente,
os cardois devem originar-se por descarboxilagio  dos proprios acidos
hidroxianacardicos ou a descarboxilagio deve ocomrer concomitantemente com a
formagdo do anel aromatico, semethante possibilidade existe para a formagio de
cardandis. Além disso, enquanto os lipidios fendlicos sfo principalmente
acumulados na casca, éles também tem sido defectado na semente ¢ pedinculo
sendo também interessante determinar se estes compostos sdo formados em algum

outro tecido em particular.

3.2. Extracio

De acordo com SENGUPTA et alii {(1974) os principais constitumtes
do d6leo da casca da castanha de caju sfo os acidos anacardicos (CyHsnOy) (90%) e
cardol (C;;H3,03) (10%). Durante a torragfio da castanha, os acidos anacdrdicos se
decompbem, seguido de polimerizagdo e condensagfo; o produto descarboxilado ¢
constituido de trés compostos olefinicos; um monofenol- anacardol ou cardanol
(uma mistura de 3 pentadecenil e poucos fendis saturados com Cis tais como
(CeH4OHC sHy7), um fenol com duas hidroxilas-derivado do resorcinol (cardol)
como o constituinte principal, e uma pequena quantidade de 4cido anacérdico. O
dleo da casca da castanha de caju quando obtido pelo processo de extragdo com

solvente a baixa temperatura, contém apenas acido anacardico e cardol.
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Estudos conduzidos por TYMAN (1979) , LLOYD et alii (1980) e
TYMAN et alii (1981) relataram que os principais constituintes do 6leo da casca da
castanha de caju sio derivados do 6-pentadecil acido salicilico (4cido anacardico),
5-pentadecil resorcinol (cardol), 2-metil-5pentadecil resorcinol (2-metilcardol), e 3-
pentadecil fenol {cardanol), os quais diferem em seu tipo de cadeias lateral com 15
4tomos de carbono: saturada, monoeno, dieno ¢ trieno. Estes constituintes, os acidos
anacardicos, cardois, 2-metilcardol e cardanol foram separados por cromatografia

liquida de alta eficiéncia.

Estudos realizados por TYMAN et alii (1980) demonstraram dois tipos
comerciais de CNSL: (a) 6leo da casca da castanha do caju obtido a quente durante
a torragho da castanha e (b) 6leo da casca da castanha do caju obtido a frio por

extracio com solventes, cloroformio, éter etilico, éter de petrdleo .

De acordo com TYMAN et alii (1981} os principais componentes
fendlicos do oleo da casca da castanha de caju (CNSL) obtido por processamento
industrial sdo os cardanois (I; R=H, n= 0, 2, 4 ou 6) e cardol (II; R=H, n=0, 2, 4 ou
6). A andlise por HPLC revelon um nimero de componentes MInoOritarios
provavelmente cobsistindo de isomeros geométrico e estrutural dos principais
constituintes insaturados Cys jumto com os constituintes insaturados do Cyy
homélogo do cardanol, por meio de técnicas de hidrogenagdo do CNSL os
principais materiais fenolicos observados foram somente (15:0)-cardanol, (17:0)-

cardanol e (15:0)-cardol.
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Segundo TYMAN et alii (1984) os principais componentes fenélicos do
Gleo da casca da castanha de caju natural sdo o 4cido anacardico (1, R=CO,H, n =
0,2,4,6), cardol 2; R=H,n=0, 2,4, 6), 2-metilcardol 2; R=CHs,n=0, 2, 4,
6) ¢ cardanol (I; R = H, n = O, 2, 4, 6}, os quais tem sido analisado
quantitativamente por cromatografia gas liquido (GLC), cromatografia em camada

delgada (TLC) e espectrometria de massa-TLC.

TYMAN et alit (1989) relataram que o éleo da casca da castanha de caju
(CNSL) € tradicionalmente obtido pelo método a quente. Os acidos anacardicos,
constituintes naturais do CNSL, sofrem descarboxilagdo quando pré-aquecidos a
200°C. A presséo obtida pelo calor rompe a parede externa da casca liberando o
6leo. Devido ao grande valor comercial da améndoa da castanha de caju, as
pesquisas relacionadas com os produtos naturais do CNSL nfo tém recebido quase
atengdio. Estudos recentes demonstrando novas aplicagbes para o CNSL,
principalmente, dos anacérdicos, tem motivado pesquisas objetivando uma forma

mais eficiente de obtengdo do oleo da casca da castanha de caju.

Para SHOBHA & RAVINDRANATH (1991) os cardanocis sio
normalmente formados pela descarboxilagfio pelo calor dos acidos anacardicos, e
quando se deseja apenas dcidos anacéirdicos o3 mesmos sfio obtidos da casca da
castanha do caju por descascamento manual ou mecanico e extragdo com solvente.
Os mesmos autores realizaram a extragdo dos hpidios fendlicos do CNSL utilizando
didxido de carbono supercritico e extragdo com solvente pentano. O rendimento do
extrato de CNSL produzido empregando didxido de carbono swpercritico foi

somente de 60% quando comparado com outros métodos (THYMAN et alii, 1989),

14



porém o extrato for menos colorido. A extragdo do CNSL utilizando pentano
produziu cerca de 10% a mais de 6leo de aproximadamente a mesma composigdo,
embora altamente colorido. Vale salientar que um dos maiores problemas da
aplicagdo do CNSL obtido com solvente na industria, é a cor escura marrom do

produto.

3.3. Separacgio

KUBO et ali (1986) estudaram a separagdo dos constituintes do 6leo da
casca da castanha de caju em uma coluna cromatografica de silica gel (Merck; 230-
400 mesh, 300g) e eluida com quantidades de 1L de n-hexano-acetato de etila-acido
acético nas proporgdes 90:10:1; 80:20:1 e 50:50:1 (v/v//v) sucessivamente. As
fragdes (20ml) foram coletadas e monitoradas por cromatografia em camada

delgada.

NAGABHUSHANA & RAVINDRANATH (1995) realizaram a
separagao dos actdos anacardicos do CNSL em uma coluna de silica gel 500g (100-
200 mesh) preparando uma pasta com 1,5 litro de hexano contendo 30 ml de
trietilamina. A mistura de 100g de CNSL, 30 ml de trietilamina, ¢ 100ml de hexano
foi transferida para a coluna. A coluna foi irrigada com uma mistura de 4 litros de
acetato de etila-hexano (25:75 v/v), contendo 0,5% de trietilamina. O efluente da
coluna foi concentrado em roto evaporador a vacuo produzindo 27g de fendis,
consistindo essencialmente de cardois e 2-metilcardois. A coluna foi irrigada com

uma mustura de 1,5 litros de acetato de etila-hexano (25:75 v/v), contendo 1% de
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acido acético. O efluente foi concentrado come descrito acima e o produto consistiu

de 70g de acidos anacardicos.

SHOBHA et alii (1992) realizaram a quantificaciio dos lipidios fendlicos
nas cascas, sementes e pedanculo utilizando HPLC, detetor UV a 280, coluna
Novapak C18 (4,6x150nm) e uma fase moével constituida de MeCN-H,O-HOAc
(80:20:1) e a wvelocidade de fluxo 1,8mi/mnuto, ¢ NAGABHUSHANA &
RAVINDRANATH (1995) determunaram o teor dos anacardicos na CNSL
utilizando HPLC acoplado com uma coluna Novapak C18 (dmmx150mm); fase
movel acetonitrila:dgua 80:20 (v/v), contendo 1% de acido acético, fluxo da fase
moével 1,8ml/minuto, detetor UV 280.

3.4, Aplicacdes

TANIGUCHI & SATOMURA (1972) estudaram o relacionamento
entre a estrutura e a atividade fisioldgica de alguns compostos carbostyril ¢
revelaram que os derivados 3-hydroxycarbostyril apresentam  atividade
antimicrobiana, e a metilagdo ou carboximetilagdo dos grupos hidroxilas ocasionam
perda da atividade antimicrobiana. Enquanto que os grupos fendis substituidos na

posi¢do-4 aumentam tais atividades.

De acordo com HAMADA & SLADE (1980) caries dentarias sdo uma
das mais freqiientes doengas infecciosas nos paises em  desenvolvimento. Os
elementos que influenciam a cane dentdria incluem o estado nutricional, a ingestdo

de aclcar e a presenca da microflora cariogénica, sfo fatores que contribuem para
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esta doenga. Recentes estudos t&m concluido que o Streptococcus mutans é o
microrganismo responsavel pela cérie dentiria. Esta bactéria adere firmemente a
superficie lisa do esmalte do dente facilitando o acamulo de outros microrganismos
orais. O Streptococcus mutans € a bactéria predominante na placa dentana,
associada ao acumulo de outros microrganismos acarreta a formagdo de acidos
organicos, tais como 4cido latico, que gradualmente destréi o esmalte do dente,
levando a uma abertura susceptivel a degradacio por bactérias, formando entdo um
orificio. Teoricamente a carie dentaria pode ser prevenida eliminande o

Streptococcus mutans.

ASHOOR & KNOX (1982), AYAZ & KADROGLU (1997) relataram
que fendis ndo volateis e 4cidos organicos tém sido largamente estudados em frutas.
Os acidos fendlicos e seus derivados sBo amplamente distribuidos em plantas. A
concentragdo destes compostos nas plantas varia acentuadamente, principalmente
devido a fatores tais como: germinagio, periodo do ano, secagem e processamento.
Estes compostos tém apresentado um papel muito importante no escurecimento do
tecido das plantas, flavor e cor caracteristica dos frutos e produtos derivados, e
possivelmente influenciam as propriedades toxicoldgicas, nutricionais, sensoriais e

antioxidante.

De acordo com JOHSON & CORT (1985) ¢ WURTZEN et alii (1986),
os antioxidantes mais comumente utilizados BHA e BHT previnem a rancidez de
produtos contendo lipidios ¢ também apresentam atividade antimicrobiana. Estas
substincias quimicas sintéticas convertem alguns matertais ingeridos em substAncias

toxicas ou carcinOgenos pelo aumento das enzimas microssomais. Portanto,
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conservantes alternativos naturais que apresentam atividade antimicrobiana sdo
necessarios, tendo em vista ndo estarem associados a problemas de satide durante o

manuseio e ao consumidor.

Segundo DZIEZAK (1986) o problema da conservacio de alimentos é
muito complexo tendo em vista que freqiientemente estio sendo lancado no mercado
novos produtos alimenticios, necessitando para isso um awmento na vida-de-
prateleira desses produtos ¢ uma seguranga quanto a deterioragdio microbiana.
Diferentes substéncias quimicas podem ser utilizadas como agentes antimicrobianos.
Por exemplo, acido acético e dioxido de enxofre sdo largamente empregadas na
preservacdo dos alimentos. Contudo, essas substancias requerem muito cuidado no
manuseio desde que éles sdo corrosivos e seus vapores podem irritar os othos € o

trato respiratorio.

YAMAGIWA et alii (1987) relataram que o extrato aquoso da raiz de
Uzoroa mucronata {Anacardiaceae) ¢ utilizado na medicina caseira como agente
abortivo espontineo. Esses pesquisadores informaram que essa planta também pode
ser utilizada para cura de gonorréia, diarréia, parasitas intestinais e problemas
estomacais. Foi também relatado que a porgdo solivel em cloreto de metileno do
extrato metanolico da raiz imbe a sintese de prostaglandina. As estruturas dos
compostos bioativos foram demonstradas ser os dcidos anacardicos 1 e 2, ilustrados
abaixo. O acido anacardico 1 é também encontrado no Oleo da casca da castanha de

caju.
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©

O

1

(6-pentadecil) acido salicilico

2
6-(10-pentadecenil) 4cido salicilico

Segundo SAKANAKA et alii (1989) o cha é uma das bebidas mais
consumidas em todo mundo, e isto ¢ atribuido ac seu sabor agradavel, combinado
com seus efeitos estunulantes. Existem muitos tipos de ché, incluindo cha verde, cha
preto. Todos eles s@o preparados basicamente da mesma planta, Camellia sinensis
L, (Theaceae) e suas variedades, por diferentes processos de manufatura. Tem sido
dito que aquelas pessoas que continuamente bebem grande quantidade de cha verde
ndo tém problema de carie dentaria. Os principios ativos ndo foram ainda totalmente
definidos, embora que vérios compostos polifendlicos polares encontrados no cha
verde tenham sido relatados a principios antibacterianos moderados contra
Streplococcus mutans, esta que € uma das bactérias responsaveis pela cérie

dentaria.
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BEAN et alii (1990) relataram que por varios anos os alimentos
contaminados com bactérias patogénicas e suas toxinas ocasionaram enfermidades,
sendo este fato um assunto de vital importdncia para a saade pablica. Portanto,
controlando os patégenos seria possivel reduzir a contaminagfio dos alimentos e
proporcionar ao consumidor um alimento mais saudavel, e o abastecimento de

produtos alimenticios mais nutritivos.

De acordo com GRAZZINI et alii (1991) o gerdnio (Pelargonium
xhortorum) é naturalmente resistente a muitos artropodes ¢ pragas. O mecanismo de
resisténcia envolve a produgfo de acidos anacardicos pelas glandulas presentes
sobre a epiderme do gerdnio. O acido anacéardico C22:1 ®5 foi encontrado ser um
bom umbidor de lipoxigenase e da sintese de prostaglandina em ovino. A

prostaglandinas t€ém um papel importante na reprodugio dos msetos (KUBO et alii,

1987).

KUO et ahi (1991) relataram que a raiz de Rhus semialata variedade
roxburghii encontrada em Taiwan foi utilizada para o tratamento de convuilsio,
reumatismo ¢ Glcera peptica. O extrato etilico da planta foi relatado possuir atividade
antitilcera. Mais recentemente, foi 1solado da porgéo da folha o acido anacardico 6-

pentadecil dcido salicilico o qual apresentou atividade antitrombina.

De acordo com HIMEJIMA & KUBG (1992) na grande maioria dos casos
pode-se controlar muitos microrganismos patogénicos para os seres humanos e
animais através da utilizacdo de antibidticos que se encontram disponiveis. Contudo,

a necessidade por novos antibidticos ja existe. Um mimero elevado de
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fitoterapicos tem sido isolados e demonstrado apresentar principios antifingicos. Por
outro lado a atividade antimicrobiana destes fitoterdpicos nio ¢ potente o bastante
para usos praticos. Necessario se faz que seja realizado a combmacdo de dois ou
mais fitoterdpicos para aumentar a atividade biologica total, portanto, este
procedimento parece ser a mais promissora estratégia para resolver este problema.
Recentemente, um biciclico dialdeido sesquiterpeno, poligodial, isolado de fontes
como de plantas aumentou a atividade de varios antibidticos tais como actinomicina

D e nifampicina, contra Saccharomyces cerevisioe e Candida utilis.

KUBO et alii (1992) relataram que seis diterpendides isolados da casca de
Podocarpus nagi (Thunberg) Pilger (Podocarpaceae) tem sido testado contra varios
microrganismos. O totarol o mais abundante composto entre os seis diterpendides
exibiu potente atividade bactericida apenas contra bactéria Gram-positiva, entre as
quais o Propiom’bdcz‘erz’um acnes for a bactéria mais sensivel. O totarol também
mostrou atividade antimicrobiana em estudos preliminares contra Bacillus subtilis,
Brevibacterium ammoniagenes, Staphylococcus aureus e Streptococcus mufans.
Embora um grande niimero de fitoquimicos tem demonstrado apresentar atividade
bactericida contra bactérias Gram-positiva, somente poucos apresentam atividade

contra Staphylococcus qureus.

KUBQO et alii (1993) compararam os acidos anacardicos 6-{8(Z),11(Z),14-
pentadecatrienilJacido salicilico, 6-[8(Z),11(Z)-pentadecadieniljacido salicilico, 6-
[8(Z}-pentadeceniljacido salicilico ¢ 6-n~ pentadecil acido salicilico com o acido
salicilico, e verificaram que a adi¢io de uma cadeia lateral nfio isoprendide com 15

atomos de carbono proporcionou uma dramdtica mudanca na atividade
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antimicrobiana dos 4cidos anacardicos. Assim, o acido salicilico o qual ndo possu
uma cadeia lateral alquil exibiu fraca, porém ampla atividade antimicrobiana. Em
outras palavras, a atividade antimicrobiana do acido salicilico ndo & potente para ser
utilizada exclusivamente para controlar microganismos especificos (tais como
aqueles que causam carie dentaria ou acne), porém, ¢ ampla para ser empregada na
preservagdo dos cosméticos. Ao contrario, os acidos anacardicos exibiram
geralmente um espectro de atividade contra principalmente bactérias Gram positivas,
de maneira que esta atividade foi dramaticamente superior quando comparada com
acido salicilico. Por exemplo, as atividades dos acido anacardico 6-[8(2).11(Z),14-
pentadecatrieniliacido salicilico contra Streptococcus mutans e Staphylococcus
aureus foram 2048 e 64 vezes, respectivamente, mais efetiva do que o acdo
salicilico. Portanto, parece que a cadeia lateral alquil desempenha um papel

importante em aumentar a atividade antimicrobiana.

KUBO et ahi (1993) relataram que muitos tumores podem ser controlados
através dos agentes antitumor existentes, contudo, exixte a necessidade de novos
agentes antitumorais, especialmente, contra tumores solidos. Os efeitos colaterais de
muitos agentes antitumor s80 os maiores problemas que necessitam ser nunimizados.
Portanto, as plantas comestiveis podem ser uma boa fonte de novos agentes
antitumor. Testes preliminares realizados demonstraram que o suco de caju mostrou
(EDsp <20 pg/ml) m vitro contra BT-20 células cancerosas na mama. Os principios
ativos das bebidas tais como suco de caju podem ser superiores aos agentes
antitumor quando comparado a muitos produtos naturais. Os compostos ativos foram
identificados como acidos anacérdicos, mais especificamente, 6-{8(Z),11(Z),14-

pentadecatrienyl]acido salicilico, 6-[8(Z),11(Z)-pentadecadienyljacido salicilico, 6-
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[8(Z)-pentadecenyl]acido salicilico. Estes compostos fenélicos com cadeia lateral
alquil ndo isoprendide foram isolados do oleo da casca da castanha de caju
Jjuntamente com outros compostos fendlicos semelhantes, tais como: cardol, 2-
metilcardol e cardanol, que apresentam propriedade moluscicida, inibidores da

sintese de prostaglandina e atividade antimicrobiana.

MUROI & KUBO (1993) revelaram em sua continua procura por agentes
microbianos de plantas comestivels, condimentos alimentares € bebidas, relataram a
atividade antibacteriana de 16 compostos fendlicos, os quais tém uma cadeia lateral
alquil com 15 atomos de carbonro nfio isoprendide com zero a trés duplas ligagdes,
isolados do Oleo da casca da castanha de caju Anacardium occidentale 1.
(Anacardiaceae). A maioria deles exibiram potente atividade antibacteriana contra
principaimente bactérias Gram-positiva, entre as quais o Streptococcus mutans foi a
bactéria mais sensivel. Curiosamente, foi verificado que os compostos fendlicos 6~
[8(Z),11(Z),14-pentadecatrienil]acido salicilico, 6-[8(Z),11(Z)-pentadecadieni]acido
salicilico e 6-[8(Z)-pentadecenil}icido salicilico, isolados do dleo da casca da
castanha de caju conhecidos como acidos anacardico, foram também encontrados no
pedinculo do caju, os quais tém sido continuamente consumidos por muitas pessoas.
Os principios ativos destes compostos isolados do suco de caju devem ser
superiores aos agentes anticaries provententes de produtos ndo naturais, além de
que produtos sintéticos possuem um Ttisce polencial de efeitos colaterais

indesejaveis.

De acordo com KUBO et ahi (1994) os acidos anacardicos isolados do

caju, pseudofruto, semente e Sleo da casca, P-cariofileno, d-cadineno 1dentificado no



cha verde, e totarol isolado da casca do Podocarpus nagi, mostraram potente
atividade contra Propionibacterium acnes. Além disso, eles sio todos
biodegradaveis ¢ renovaveis. A aplicagio destas substancias naturais renovaveis
para produtos cosméticos tem apresentado um grande interesse, ¢ estudo para
aumentar a atividade € necessario. Portanto, combinando dois ou mais compostos
parece ser uma boa estratégia para tornar a atividade destes compostos mais

elevada.

SHOBHA et alii (1994) verificaram que entre varios compostos testados o
acido anacérdico 8’ Z-pentadecenil foi o mais potente, apresentando um valor de ICs,
de 50 uM. O cardol pentadecil e o cardanol pentadecil saturados foram inefetivos,
enquanto que os outros foram de poténcia intermediaria. No caso dos cardois e
cardandis, a poténeia de inibigdo aumentou com a insaturagdo na cadeia lateral

alquil.

Para KUBO et alu (1994) a tirosinase ¢ uma das mais importantes classes
de enzimas no processo de metamorfose dos insetos e investigar seus inibidores
deve ser importante para descobrir agentes alternativos que controlem o
metabolismo nos insetos. Os inibidores de tirosinase sfo também importantes para
produtos cosméticos em relagio a hiperpigmentagiio. Portanto, os inibidores de
tirosinase também controlam a produgéio do pigmento melanina na pele, uma vez que
a tirosinase tem um papel importante no processo de biossintese de melanina. Além
disso, disturbios na quantidade e distribuigdo da formagdo de melanina podem ser
um indicio de doengas sistémicas. Estudos preliminares com o 6leo da casca da

castanha de caru obtido pela extragiio com metanol, foi demonstrado ter uma potente
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atividade inibitéria da tirosinase com um IDs, de 180 ug/mi. Entre os COMpOstos
testados, o cardol 5-[8(Z), 11(Z), 14-pentadecatrienil]resorcinol exibiu a mais
potente atividade inibitéria de tirosinase, com um [Ds de 0,04mM, enquanto o acido
anacardico 6-[8(Z)-pentadecenil] 4cido salicilico, apresentou a menor poténcia, com
um IDso de 7,5 mM. No caso dos inibidores da atividade de tirosinase a modificagio
no namero de duplas ligagio na cadeia lateral do 4cido amacardico como por
exemplo 6-[8(Z),11(Z),14-pentadecatrienyl]acido salicilico parece ndo afetar a
atividade biologica. Como foi mencionado acima os cardois exibem potente
atividade inibitéria de tirosinase, contudo éles ainda nio podem ser considerados

para aplicagdio prafica tendo em vista ocasionarem irritago na pele.

Para KIM et ala (1995) e SIVROPOULOU et alii (1995) agentes
antimicrobianos, incluindo conservantes de alimentos e 4cidos organicos, tém sido
utilizados para inibir as bactérias que contaminam os alimentos de recém-nascidos e
estender a vida-de-prateleira dos alimentos processados. Muitos dos compostos sfo
encontrados naturalmente em plantas comestiveis e plantas com propriedades
medicinals, ervas, ¢ muitas espécies t&m demonstrado possuir fimgdes
antimicrobiana, podendo serem empregadas como fontes de agentes antimicrobianos
contra patoégenos contaminantes dos alimentos. Varios compostos fendlicos e suas
sub-classes, tais como cumarinas, flavonoides, e oleos essenciais, tém fungdo
antimicrobiana. Oleos essenciais e seus constituintes sio utilizados largamente como
flavorizantes em um grande nimero de alimentos, bebidas, produtos de confeitaria,

possuindo numerosas aplicagdes, incluindo em pastas dentarias.

25



Segundo EJECHI (1996) Mansonia altisima Timber Sawdust é resistente
ao ataque de insetos e fungos devido a presenca de materiais ndo estruturais que sio
soliveis em agua e solventes neutros conhecidos como extratos. Hsses exiratos
contém compostos fendlicos (resinas, taninos, alcaléides e terpenos) e os fendis tém
demonstrado grande importdncia na resisténeia das plantas a doengas, Os extratos
obtidos das serragens dessas madeiras podem ser usualmente aproveitados como
fonte de materiais renovaveis para formulagdo de desinfetantes. As pesquisas

demonstraram que podem ser utilizados como agentes antibacterianos.

LI et alii (1997), CAL & WU (1996) demonstraram que varios compostos
que apresentam atividade antimicrobiana contra patégenos oral foram isolados e
identificados de plantas tradicionalmente usadas como medicamento oral. A planta
nativa da América Ceanothus americanus Linn., comumente conhecida como “red
root” ou “New Jersey tea”, tem atraido muita atengfio. Estudos quimicos do (.
americanus tem conduzido ao isolamento de alcaloides, trés triterpenos (4cido
ceanotico, 27-hidroxi acido ceandfico € acido ceanotétrico) e dois flavonoides
(maesopsin ¢ measopsin-6-0-glucoside) foram identificados. Acido ceandtico e 4cido

ceanotéirico demonstraram efeito imbitorio contra Streptococcus mutans.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 - MATERIAIS
4.1.1 - Reagentes e materiais especificos

- Reagentes quimicos

* Acetato de etila, cloroférmio, éter etilico, hexano, alcool etilico, acetonitrila,
tetrahidrofurano, trietilamina, acido formico, dcido acético, sulfato de sddio,

bicarbonato de sédio, dcido citrico, diazometano (Reagen, Merk ou Ecibra).
- Materiais especificos

* Silicagel G 60 {Merck) para cromatografia em camada delgada (TLC).

* Silicagel 60 particula de 0,2 a 0,5MM (Merck) para cromatografia em
coluna aberta.

* Silicagel 60 F254 (Merck) cromatoplacas HPTLC para nanocromatografia, de
10 x 10 cm.

* Coluna Nova-Pak C18 (4mm x 300mm) para cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE).

* Cilindro de nitrogénio.
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- Outros materiais

* Papel Whatman n° 5 (5 x 1 mm)

*

Filtros Millipore 0,45 mm

* Membrana de filtragdo
Cuba de vidro

Dessecador

#*

4

*

Secador de cabelo

L

Placa de Petni

*%

Tubos de ensaio com rosca

- Meios de Cultura

* Brain Heart Infusion
* Brain Heart Infusion Agar
* YMA (Yeast-Malt Extract Agar). Extrato de levedura 3,0 g; Extrato de malte
3,0 g; Bacto peptona 5,0g; Dextrose 10,0g; Agar 20,0g, para 1L
* Extrato de malte
* Agar
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4.1.2 - EQUIPAMENTOS

* Balanga analitica Mettler, modelo H-10

* Balanga eletrénica digital ACATEC BEC 1000

* Medidor de pH Digimed DMPH-2

* Evaporador rotativo, Tecnal, TE 130

* Espectrofotometro Beckman, modelo DU-70

* Estufa bacteriologica Fanem

* Jarra microaerofilia

* Estufa de esterilizagio Fanem

* Sonicador (Labsonic Systems)

* Cromatografo Waters 600-E Power Line com detector Waters 484 ultraviolets
¢ integrador ao processador Data Modulo Waters, mod. 746.

* Agitador de tubos, mod. AT 56 ~ Phoenix

* Espectrofotometro de massa marca HP modelo HP 5890 com detector
de massa MSD 5979

* Bomba & vacuo

* Capela

* Autoclave Fanem
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4.2 - METODOS

4.2.1. Estudos preliminares para selecio da parte do fruto infeire com maior

teor de 4cido anacirdico e escolha dos solventes para eluicio.

4.2.1.1. Extracdo dos compostos fendlicos do éleo da casca, semente e

pedinculo de caju adquiridos no Ceasa, Campinas-SP,

Analisou-se uma amostra de caju maduro inteiro constituida de casca,
semente ¢ pedinculo, provenientes da Ceasa Campinas-SP. Amostras de 100g de
casca, de semente e de pedinculo de caju foram pesados em balanga semi-amalitica,
triturados manualmente com auxilio de faca ¢ um grau e, em seguida, transferidas
separadamente para frascos de Erlenmeyer de 500 ml. Adicionou-se 200 ml de éter
etilico o suficiente para cobrir as amostras de casca, sementes e pedanculo e a
extragdo foi realizada durante (4 x 5 horas), de acordo com (SHOBHA et alii,
1952), (SHOBHA & RAVINDRANATH, 1991), com algumas modificacdes. As
amostras foram filtradas em papel de filtro, adicionou-se sulfato de sédio anidro e o
solvente foi evaporado em evaporador rotativo a temperatura de 23-24°C para
concentragdo das amostras do oleo da casca, semente e pedinculo do caju. O
extrato lipidico obtido denominou-se extrato etilico do dleo da casca, semente e
pedinculo do caju, em seguida, esses extratos foram acondicionados em vidros
ambar com tampa de rosca e envoltos em parafilme e papel aluminio e armazenados

em freezer.
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A Figura 4 ilustra o fluxograma de extracdo, purificagdo, analise
qualitativa, quantitativa, cromatografia gasosa, espectrometria de massas e andlise

da atividade antimicrobiana.

Castanha de caju
4

Congelamento
(gelo seco)

Pesagem
N
Castanha
{separar a casca da semente)

Pesagem (casca)

Trituragdo
v
Extragdo
3
Concentragio
¢
Analise qualitativa dos compostos fendlicos do CNSL por
Cromatografia em Camada Delgada de Alta Performance (HPTLC)
.
Separacio dos acidos ancardicos por
Cromatografia em Coluna
4
Monitoramento dos acidos anacardicos por Cromatografia
em Camada Delgada de Alta Performance (HPTLC)

Anélise quantitativa dos acidos anacardicos por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Analise dos acidos anacérdicos por Cromatografia Gasosa
¢ Espectrometria de Massa

¥

Estudo da atividade antimicrobiana dos acidos anacardicos
Figura 4. Fluxograma de extraciio e analise qualitativa e quantitativa dos

acidos anacardicos do dleo da casca da castanha de caju (CNSL).
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4.2.1.2. Cromatografia em camada delgada (TLC) dos extratos etilicos do dleo

da casca, semente e pedianculo de caju, da Ceasa Campinas-SP

A cromatografia em camada delgada dos extratos etilicos do dleo da
casca, semente ¢ pedinculo de caju foi realizada preparando-se placas de silica gel
G-60 . A mistura de 90 mi de agua destilada ¢ 45g de silica gel foi aplicada em
placas de vidro 20 x 20 cm com aplicador Desaga, de acordo com especificagtes de
TYMAN et alii (1989). As placas foram aquecidas a 120°C por 1 - 2 horas para

ativagio antes de serem utilizadas.

Foram aplicadas aliquotas de 4ul dos extratos etilicos do oleo da casca,
semente e pedimeulo de caju, obtidos de acordo com o item 4.2.1.1. O sistema de
solventes (fase movel) utilizado para a cromatografia foi constituido de:
cloroformio:acetato de etilaacido formico (95:53:2, viviv), O tempo de
desenvolvimento da cromatografia foi de aproximadamente 1 hora e 10 minutos e

realizado a temperatura de 25°C.
A revelagiio do cromatograma foi realizada incubando-se a placa de

cromatografia em cimara de iodo sublimado, a 110°C por 1 hora ALEJANDRO
(1975).
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4.2.1.3. Obtencio do extrato etilico do 6leo da casca, semente, pedinculo de

caju de Valinhos-SP, e sucos industrializados de duas marcas
comerciais (MC; e M(Cy)

Amostras de 100 gramas de casca, semente, pedinculo e sucos de caju
mdustrializados de duas marcas comerciais foram pesados em balanga sem-
analitica, e depois transferidas para FErlenmeyers de 500mi. Em seguida, as cascas,
sementes ¢ pedunculo foram manualmente trituradas a temperatura ambiente,
adicionou-se aliquotas de 200 ml de éter etilico (Merck), e foram feitas 4 exiragdes
com intervalos de 5 horas, de acordo com SHOBHA et alit (1992) e SHOBHA &
RAVINDRANATH (1991) com algumas modificagdes no intervalo de tempo de
extragdo ¢ solvente utilizado. As etapas seguintes foram idénticas as descritas no

ftem4.2.1.2.

4.2.1.4. Cromatografia em Camada Delgada de Alta Performance (HPTLC)
dos extratos etilicos do éleo da casca, semente, pedinculo de caju de

Valinhos-SP e suco de caju de duas marcas comerciais (MCy e M)

A cromatografia em camada delgada de alta performance dos extratos
etilicos dos 6leos da casca, semente, pedimculo de caju ¢ sucos de caju de duas

marcas comerciais foi realizada de acordo com especificagbes de TYMAN et alu
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(1989) . Aliquotas de 4 microlifros dos extratos etilicos, obtidas de acordo com o
item 4.2.1.3. foram aplicadas em placas de 10 x 10cm de silica gel 60 Fysq4 (Merck-
Art. 1.05628). O sistema de solventes (fase mével) utiizado para eluigdo foi
cloroférmio:acetato de etila:acido férmico (95:5:2, v/viv) a temperatura de 25°C. O
tempo de desenvolvimento do cromatograma foi aproximadamente 40 minutos. As
placas desenvolvidas foram observadas sob luz ultravioleta no comprimento de
onda 254 nm, utilizando-se iluminador U.V. Cole Parmer, modelo UVP UV(GL-58.

4.2.1.5. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia dos acidos anacardicos dos
extratos etilicos do suco de caju de duas marcas comerciais (MC;

e MCy)

A andlise quantitativa dos acidos anacardicos foi realizada através de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) de acordo com SHOBHA &
RAVINDRANATH (1991) e NAGABHUSHANNA & RAVINDRANATH (1995),
em cromatografo liquido Waters 600-E acoplado com um detector U.V. 484
operando a 280 nm, equipado com coluna Nova-Pak CI8 (3.9 x 300mm), Fase
Reversa, nas seguintes condigdes: fluxo de 1,3 ml/min; pressdo 1200 a 1300 psi,
temperatura de 35°C, utilizando-se como eluente acetonitrila:dgua (80:20 v/v/) e 1%
de 4cido acético. As amostras ¢ padrdes antes de serem injetados no cromatdgrafo

foram filtrados em membrana mitlipore, com porosidade de 0,45um.
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4.2.2. Coleta das ameostras de castanhas de cajueire-ando-precoce Anacardium

occidentale

As amostras de castanha de cajueiro-ando-precoce foram obtidas da
EMBRAPA/CNPAT, Fortaleza-Ceara, através de experimentos conduzidos na
Fazenda Maisa localizada em Mossord, no Estado do Rio Grande do Norte, em
pomares comerciais de cajueiro-ando-precoce, plantados em agosto de 1991. G solo
da area classtfica-se como Latossolo Vermelho-amarelo, textura arenosa. Os clones
de cajueiro-ando-precoce de Pacajus (CCP) selecionados foram (CCP-76 ¢ CCP-
09). Foram coletadas amostras de castanha de caju infeiras em cinco estagios de
maturacdo, da mesma planta, de acordo com o nimero de dias apds a fecundacdo
da flor, o primeiro estagio foi coletado com doze dias e os estagios seguintes foram
coletados com intervalos de doze dias até o sexagésimo dia, quando o fruto, a
castanha, completa o amadurecimento (E;=12; E;=24; E;=36; E;~48 e L;=60)
ALMEIDA et alit (1987).

Dados sobre as caracteristicas dos clones de cajueiro-ando-precoce como
coloragdo do psendofruto, peso médio da castanha e produgdo média de castanha
(kg/ha/ano) estdo apresentados na Tabela 1. A Tabela 2 apresenta algumas

caracteristicas de plantio, produgio do cajueiro-ando-precoce € do cajueiro comunt.
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Tabela 1. Caracteristicas da coloracio do pseudofrute, peso médio da castanha
e producio média de castanha dos clones de cajueiro-anfdo-precoce

provenientes de Messord, do Estado do Rio Grande do Norte.

Clones Coloraggo do Peso médio da Produgio média de

pseudofiuto castanha {g) castanha (kg/ha/ano)
1® 20 3% 4° 5°

CCP-76 Avermelhada 90 31 163 306 307 571

CCP-09 Amarelada 8,5 51 184 367 367 712

Fonte: EMBRAPA - Centro Nacional de Pesquisa de Agroindistria Tropical -CNPAT
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Tabela 2. Caracteristicas do plantie, cultive e producfic do cajueire-anio-

precoce e do cajueiro comum.

Caracteristicas

cajuerro-ando-precoce

cajuelro-comum

Inicio da produgéo
Produgio econdmica
Periodo de floragdo
Periodo de frutificagdo
Altura da planta
Envergadura da planta

Estabilidade da produgio

Produtividade de castanha na

estabilizacio

Densidade de Aarvores por

hectare
Potencialidade de uso

Colheita e tratos culturais

1% ano

3° ano em diante

10 meses (maio a fev)

7 meses (quiho a janeiro)
até 6 metros

8 a 10 metros

7 anos

1300kg/ha

178 a 416
fruticultura

facil

3° ano

8° ano em diante

6 meses (julho a dez)

5 meses (setembro a jan)
até 14 metros

13 a 16 metros

12 anos

250kg/ha

44 a 178
reflorestamento
dificil

Dados referentes 2 planta matriz do cajueiro-ando-precoce de pé franco com ininta anos de idade.
Fonte: EMBRAPA. - Centro Nacional de Pesquisa de Agroindastria Tropical - ONPAT
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4.2.3 Tratamento das amostras de castanha de cajueiro-anie-precoce

As amostras de castanha de caju inteiras foram limpas, retirando-se
qualquer tipo de material estranho. Posteriormente, foram pesados aproximadamente
2.0 kg dos clones de castanha de caju CCP-76 ¢ CCP-09 em cinco estagios de
maturagio. As amostras de castanha de caju foram acondicionadas em sacos
plasticos limpos, inertes ¢ imediatamente congeladas em gelo seco. As amostras

apos congelamento foram armazenadas em freezer.

4.2.4. Obtencio dos extratos etilicos do dleo da cascada castanha de caju dos
clones de cajueiro-ando-precoce CCP-1001, CCP-76, CCP-09, CCP-06 e

cajueiro comum

Para cada amostra, constituida de cascas da castanha de caj, sem
semente, e pedinculo, escolhidas aleatoriamente, foram pesados em balanga semi-
analitica, 100g de casca dos clones de cajueiro-ando-precoce CCP-1001, CCP-76,
CCP-09, CCP-06 e cajueiro comum. Em seguida, foram fransferidas para
Erlenmeyers de 500 ml e exaustivamente extraidas com éter etilico Merck) (4 x 5
horas), com intervalos de 5 horas, pelo método de SHOBHA et alii (1992) com
algumas modificagdes, ndo suspensdo do residuo em pentano ¢ adigdo de sulfato de
sodio anidro para retirada de agua residual. Apos extragdo foi realizada a filtrag8o

do extrato lipidico em papel de filtro. Posteriormente, as amostras de 6leo da casca
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da castanha de caju, foram concentradas em roto-evaporador & temperatura de 23-
24°C. O extrato lipidico obtido do 6leo da casca da castanha de caju (CNSL) foi
armazenado em frasco de vidro ambar, com tampa de rosca, vedados com filme

impermeavel ¢ enrolados em papel aluminio para ser utilizado em diferentes

analises.

4.2.5. Cromatografia em Camada Delgada de Alta Performance (HPTLC)
dos extratos etilicos do éleo da casca das castanha de caju des clones
de cajueiro-ando-precoce CCP-1001, CCp-76, CCP-09, CCP-06 ¢

cajueire comum

Quatro microlitros dos extratos etilicos obtidos de acordo com o ftem
4.2 4 foram aplicados em cromatoplacas de silica gel 60 Fass 10 x 10 cm. O tempo
de desenvolvimento do cromatograma foi de 40 minutos, foi utilizado como sistema
de solvente cloroformiosacetato de etilaacido formico (95:5:2 viv/v). Apbs
desenvolvimento as placas foram observadas sob luz ultravioleta no comprimento de
onda de 254 nm, utilizando-se iluminador U.V. Cole Parmer, modelo UVP UVGL-
58.

Apoés analise dos resultados obtidos quanto aos dcidos anacardicos totais

por Cromatografia em Camada Delgada de Alta Performance, foram selecionadas
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as amostras de castanhas de caju com maiores teores de 4cidos anacérdicos para

serem analisadas por Cromatografia Liquuda de Alta Eficiéncia (HPL.C).

4.2.6. Analise do peso médio das castanhas de caju dos clones de cajueiro-anio-

precoce CCP-76 ¢ CCP-09 em cinco estagios de maturagio

Amostras dos clones de cajueiro-ando-precoce CCP-76 ¢ CCP-09 em
cinco estagios de maturagfio coletados na fazenda Maisa na Cidade de Mossord do
Estado do Rio Grande do Norte, previamente selecionadas foram analisadas com
relagdo ao comprimento, largura e altura com auxilio de um paquimetro, em seguida,
foram separados aleatoriamente dez castanbas de caju dos clones de cajueiro-ando-
precoce CCP-76 ¢ CCP-09 em seus respectivos estagios de maturagio e pesados em

balanga semi-analitica.

4.2.7. Cromatografia em Coluna de silica gel 60 do 6leo da casca da castanha

de caju para obtencio do padrio Acide anacardico

Amostras de 5,0g de 6leo da casca da castanha de caju bruta foram
pesadas em balanga semi-analitica e transferidas para uma coluna cromatogréfica de
40cm de comprimento por 3,0cm de difimetro interno contendo 50g de silica gel 60

(0,2 a 0,5mm, Merck) como adsorvente. Inicialmente, o adsorvente foi submetido a
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um pré-tratamento com hexano e trietilamina, Utilizou-se a seguinte sequéncia de
eluigdo para separacdo dos compostos fendlicos na coluna cromatografica: Fragfio 1
(F1): cardol - eluida com acetato de etila e hexano (25:75 v/v). Fragdo 2 (F»): acido
anacardico - eluida com acetato de etila e hexano (25:75 v/v) e 1% de 4cido acético
de acordo com especificagdes de NAGABHUSHANA & RAVINDRANATH
(1995). Este procedimento foi realizado por trés vézes a fim de obter-se o maximo
de pureza. Posteriormente, a fracio (F,), foi concentrada em roto-evaporador a
temperatura de 23-24°C. Em seguida, com auxilio de um pequeno volume de
hexano, a fracio (F,), concentrada foi transferida para um frasco &mbar, O solvente
for parcialmente evaporado pela passagem de nitrogémio a um mimimo volume
possivel (mais ou menos 6,0ml). O extrato obtido, denominado padrio acido
anacardico foi armazenado em frasco de wvidro &mbar, vedado com filme

mmpermedvel e enrolado com papel aluminio.

O monitoramento da fragdo (F,) foi realizado por Cromatografia em
Camada Delgada de Alta Performance de silica gel 60 Fasy ativada a 120°C por 60
minutos, Aliquotas de 4ul (Fo,) e 8ul da (Fyy) foram aplicados em placas de silica gel
60 Foss. O tempo de desenvolvimento do cromatograma for de 30 munutos,
utilizando-se como sistema solvente cloroférmio:acetato de etila: acido fOrmico
(95:5:2 vWiv). As placas desenvolvidas foram observadas na luz ultravioleta no

comprimento de onda de 254 nm, utilizando-se thuninador U.V.

Apos analise dos resultados por HPTLC, a fragfo (F,), correspondente aos

acidos anacardicos, foi analisada por Cromatografia Liguida de Alta Eficiéncia.
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4.2.8. Obtencdo dos extratos de 6leo da casca da castanha de caju dos clones de
cajueiro-ando-precoce CCP-76 e CCP-09 em cinco estigios de

maturacio utilizandoe diferentes solventes

Amostras de 100 gramas de cascas de castanha de caju dos clones CCP-
76 ¢ CCP-09 em cinco estagios de maturagdo de acordo com as Figuras 5 e 6 foram
pesadas em balanga semi analitica, e transferidas para Erlenmeyers de 500 ml. Em
seguida, foram adicionados 200 mi dos solventes (éter etilico, pentano e hexano)
{(Merck), e realizada a extracdo das amostras com cada um desses solventes
durante (4 x 5 horas), com intervalos de 5 horas, pelo método de SHOBHA et alii

(1992). Os passos a seguir foram os mesmos daqueles descritos no item 4.2 4,

42



Clone CCP-76

Figura 5. Estigios de maturacio do clone de cajueiro-ando-precoce CCP-76.
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Clone CCP-09

Figura 6. Estagios de maturagio do clone de cajueiro-ando-precoce CCP-09.
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4.2.9. Cromatografia em Camada Delgada de Alta Performance dos extratos
etilicos do dleo da casca da castanha de caju dos clones de cajueiro-anio-

precoce CCP-76 ¢ CCP-09 em cinco estagios de maturaciio

Quatro mucrolitros dos extratos etilicos brutos do CNSL obtidos de acordo
com o item 4.2.8. foram aplicados em cromatoplacas de silica gel 60 Fy54 10 x 10
cm. O tempo de desenvolvimento do cromatograma foi de 50 minutos, utilizando-se
como sistema de solvente cloroférmio:acetato de etila:acido formico (95:5:2 viviv).
Apds desenvolvimento as placas foram observadas sob luz ultravioleta no

comprimento de onda de 254 nm, utilizando-se thurmmador UV,

4.2.10. Cromatografia Preparativa dos extratos etilicos do dleo da casca da
castanha de caju dos clones de cajueiro CCP-76 e CCP-09 em cinco

estagios de maturacao

Quatrocentos microlitros dos extratos etilicos brutos obtidos de acordo
com o ftem 4.2.8. foram aplicados em placas de silica gel 60 de 45¢g de silica gel e
90 ml de 4gua destilada para Cromatografia em Camada Delgada. A mistura foi
aplicada em placas de vidro 20 x 20 c¢m com aplicador Desaga. As placas foram
aquecidas a 120°C por 1 - 2 horas. Foi utiizado o sistema eluente
cloroférmio:acetato de etila; acido férmico (95:5:2 viv/v) TYMAN et ali (1989),

Ao término do desenvolvimento, as manchas azis fortes wvisualizadas
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correspondentes aos acidos anacardicos foram assinaladas com uma espétula, e em
seguida, raspadas e o pé recolhido em papel celofane. O adsorvente raspado foi
colocado em um frasco de vidroe o 4acido anacardico foi extraido com o

solvente hexano:acetato de etila:acido acetico (75:25:1 viviv),

4.2.11. Cromatografia em Coluna dos Acides anacirdicos dos clones CCP-76 e

CCP-09 em cinco estagios de maturacio

A aliquota de 4,5 mi dos 4cidos anacardicos obtida de acordo com o item
4.2.10 foi transferida para um tubo cromatografico de 40 om de comprimento por 3,0
cm de didmetro interno contendo 25g de silica gel 60 (0,2 a 0,5mm, Merck) como
adsorvente, de acordo com especificagbes de NAGABHUSHANA &
RAVINDRANATH (1995).

O adsorvente inicialmente foi submetido a um pré-tratamento que
consistin na adicdo de hexano para obtencfo de uma pasta. A relagfo exata entre o
peso do adsorvente e os volumes de solventes nfio fo1 fixa, a mistura devia ser de tal
ordem, a permitir a facil transferéncia para a coluna cromatografica. Apés o

empacotamento, a altura total do leito foi de aproximadamente 12cm,

Utilizou-se a seguinte sequéncia de eluicdo na coluna cromatografica:

Fragdo 1- (F1): eluida com acetato de etila ¢ hexano (25:75, v/v). Fragdo 2- (Fy):
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acido anacardico - eluida com acetato de etila e hexano (25:75, v/v) e 1% de dcido

acético.

O solvente de eluicfio foi evaporado em roto-evaporador e, com auxilio de
um pequeno volume de hexano, o extrato foi transferido para um frasco pré-tarado.

O solvente foi parcialmente evaporado com nitrogénio (IN2).

O monitoramento das fragdes foi realizado por Cromatografia em Camada
Delgada de Alta Performance, de silica gel 60 Fysy ativada a 120°C por 60 minutos.
O sistema de solventes de eluigio foi cloroformio:acetato de etila:dcido férmico
(95:5:2, v/v/v). As placas desenvolvidas foram observadas sob luz ultravioleta no

comprimento de onda de 254 nm, utilizando-se ilummador U.V.
Ap6s anslise dos resultados obtidos por Cromatografia em Camada

Delgada de Alta Performance, a fragéio 2 (F») correspondente aos acidos anacardicos

foi selecionada para ser analisada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéneia.
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4.2.12. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa do padrio
dos dcidos anacdrdices e dos extratos etilicos do dles da casca da
castanha de caju (CNSL) dos clones CCP-76 ¢ CCP-09 em cinco

estagios de maturacio

Quatro microlitros da fracdo 2 (F,) obtida de acordo com o item 4.2.11,
foram aplicados em um cromatografo liqudo Waters 600-E acoplade com um
detector UV. 484 operando a 280 nm, equipado com coluna Nova-Pak C18 (3,9 x
300mm), contendo dimetyloctadecylsilye ligado a silica amorfa. Os dados sobre os
tempos de retencdo e as percentagens dos acidos anacardicos foram obtidos atraves
de um integrador processador Waters 746, acoplado ao cromatdgrafo contendo a
coluna Nova-Pak C18. Os acidos anacardicos das amostras foram identificados
através do tempo de retengfio por comparacdo com o padrio obtido durante a
realizagio da pesqusa ¢ com a hteratura especializada de NAGABHUSHANA &
RAVINDRANATH (1995) e SHOBHA et ali (1992). As amostras dos acidos
anacardicos ¢ padrio, antes de serem mjetadas no cromatografo, foram
previamente filtradas em membrana Millipore com porosidade 0,45 pm. Apoés

otimizagdo, foram fixados os seguintes parametros de operagdo.
Para a coluna Nova-Pak C18:

- Fase movel: acetonitrila:agua (80:20 v/v) contendo 1% de 4cido acético

- Fluxo do solvente: 1,3ml/min

48



- Pressdo: 1200-1300 psi
- Temperatura da coluna; 35°C
- Detector UV a 280 nm

A quantificagio dos acidos anacérdicos foi realizada calculando a
concentragdo de cada 4cido anacardico (C;) na amostra injetada mediante a relagdo
que existe entre a drea do pico do 4cido anacérdico desconhecido (Aj) e a 4rea (A,)
¢ concentragio (C;) do dcido anacardico padriio correspondente, de acordo com a

seguinte expressio.

G

i

£

»

Z
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4.2.13. Identificacdo dos acidos anacardicos

4.2.13.1. Preparaciio des ésteres metilicos des acidos amacirdicos para

cromatografia gasesa

O procedimento adotado neste trabaltho para a metilagdio do grupo
carboxila e hidroxila dos acidos anacérdicos foi descrito por GELLERMAN &
SCHLENK (1968) ¢ KUBO et alii {1993).

A esterificacfio foi1 realizada pela adig@o de 5 ml do reagente esterificante
diazometano no tubo de ensaio contendo a amostra. Os dcidos anacardicos
metlados foram extraidos pela adigdo de 5 ml de éter etilico, seguido de agitacio
vigoresa por 30 segundos, apos agitagio for adicionado alguns milthitros de acetato
de etila. Os ésteres metilicos foram acondicionados em frascos escuros e

armazenados a 4 °C até serem analisados por cromatografia gasosa.

4.2.13.2. Cromatografia Gasoesa dos ésteres metilicos dos icidos anacirdicos

A solugdo dos ésteres metilicos dos acidos anacardicos foi mjetada num
cromatégrafo gasoso Hewlett Packard Series II, modelo 5890, com detetor de
ionizagdo de chama utilizando-se wma coluna de separagfio Carbowax HP (25m x

0,2mm x 0,2 pm). O cromatografo foi operado nas seguintes condigSes:
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gas de arraste Hy; = 1 ml/min
Vacuo =27 % 10° Torr

T* do injetor ~ 240°C

Programa de Temperatura

T° do myetor = 240°C

T° do detector = 240°C

T° inicial e taxa de aumento = 60°C/ 2 minutos ¢ aumento de 5°C/mmuto

T® final = 200°C

4.2.13.3. Cromatografia gasesa acoplada a detector seletive de massas

A solugio de ésteres metilicos dos acidos amacéardicos foi mjetada no
cromatografo gasoso HP 5890 series 11 acoplado a detetor seletivo de massas MSD-
HP 5979 A coluna de separagdo fot a Carbowax HP 20m (25m x 02mm x
0,25um). O detetor foi mantido em 240°C e o injetor a 200°C. O forno foi
aquecido a 60°C por 2 minutos, e elevado até 200°C numa razdo de 5°C/min, ¢
entdo aquecido até 300°C. O potencial de ionizaglo do detetor utilizado foi de

72 eV.
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4.2.13.4. ldentificacdo dos acidos anacardicos por espectrometria de massas

Os acidos anacardicos foram fenfativamente identificados por
cromatografia gasosa acoplada a detetor selefive de massas e tiveram sua
wdentificacdo realizada comparando-se com os resultados observados na literatura

cientifica.

4.2.14. Analise da atividade antimicrobiana des acidos anacardicos do CNSL

Foi selecionado o extrato ctiico do CCP-09 no quinto estagio de
maturagdo para andlise da atividade antimicrobiana através do  teste
espectrofotométrico ¢ teste de antibiograma, tendo em vista este clone ter

apresentado a maior concentragio dos acidos anacardicos.

4.2.15. Microrganismos e meios de cultura

Os microrganismos selecionados para 2 analise da atividade
antimicrobiana foram Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Candida
albicans e Candida utilis adquiridos da colegio da Fundac@o Tropical de Pesquisas
e Tecnologia “André Tosello”, e os seus meios foram descritos por (HIMEJIMA et

ahi, 1992; KUBO & HIMEJIMA, 1991 e HIMEIIMA & KUBO, 1991}. Os dois
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fungos selecionados Aspergillus sp e Trichodermus sp foram obtidos da colegdo do
Laboratorio de Bioquimica de Alimentos da Faculdade de Engenharia de Alimentos
da Umversidade Estadual de Campinas, os meios de cultura empregados foram

deseritos por MUROI et aln (1993),

4.2.16. Analise da atividade antimicrobiana dos dcidos anaciardicos do CNSL

pelo métedo espectrofotométrico

A andlise da atividade antimicrobiana dos acidos anacirdicos do
CNSL fot realizada com bacténia ¢ levedura pela técnica da diluicdo em caldo de
acordo com TANIGUCHI & SATOMURA (1972) ¢ PELCZAR et alii {1981). O
crescimento de cada cultura foi momtorado afravés de dois métodos, medigdo da
densidade oOtica (densidade 6tica 660 nm) e contagem de células/ml. As bacténas
Streptococcus mutans e Staphylococcus aureus foram inoculadas em 9 tubos de
ensaio contendo meio BHI (brain-heart-infusion}. Com auxilio de uma alga de niquel
cromo foi retirado uma algada dos microrganismos e transferido para 3,0 ml de agua
destilada e esterilizada. Em seguida, transferin-se 30 ul desta suspensio de células
para 0s tubos com o meio de cultura esterilizado. Apos moculago foi adicionado o
composto teste (acidos anacardicos), inicialmente, este composto foi disselvido em
N,N-dimetilformamida (DMF), a concentragdo de DMF no meio foi 1%, a qual nfo
afeta o crescimento dos microrganismos, de acordo com (KUBO et ali, 1993), e 30
ul da solugdo dos acidos anacardicos em suas respectivas concentragdes foram

adicionadas ao meio. Os tubos foram incubados por 24 horas a 37 “C. Decornido o
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periodo de incubagdo foi realizada a leitura da turbidez {densidade otica 660 nm)

MUROQO et alu (1993) e contagem do niimero de células/mi.

Para leveduras e fungos foi utilizado extrato de malte a 2.5%, a
temperatura de mcubagdo for 30 °C. Os tubos foram incubados por 24 horas ¢ a
concentraglo minima para inibir o crescimento das leveduras foi realizada através da
lettura no espectrofotometro (densidade Stica 660 nm) KUBO et alii (1993), os
outros passos foram realizados de acordo como descrito no ftem anterior. O
crescimento do fungos foi analisado através da determinacdo da massa seca apos 48

horas em estufa a 105 °C e observagdo a olho nit MUROI et aln (1993).

4.2.17. Preparo dos discos dos dcidos anacardicos do CNSL para o teste de

antibiograma

Os discos de papel de filtro Whatman n° 3 {com 5 x 1| mm de diimetro)
foram inicialmente secos em estufa e, em seguida, 30 pl dos acidos anacéardicos
obtidos conforme item 4.2.16 foram adicionados nos discos de papel de filtro. Os
discos foram entfo transferidos para placas de Petni estéreis e secos no dessecador a
temperatura ambiente por 24 horas, Posteriormente, foram mantidos na estufa a
30°C por 24 horas para eluninagfio de qualquer residuo de solventes. Amostras de
30 ul das suspensdes de células obtidas conforme item 4.2.16 foram inoculadas em

placas de Petri ¢ espathadas com auxilio da alga Drigalsk.
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4.2.18. Anskise da atividade anfimicrobiana deos dcides anacardicos utiizando

discos de papel de filtro

A andlise da atividade antimicrobiana dos acidos anacardicos do CNSL
em bacténias Gram positiva Streptococcus mutans foram realizadas de acordo com o
método descrito por (KIM et alu, 1995; SIVROPOULOU et alii, 1995 ¢ PELCZAR
et alii, 1981). Amostras de 30 yl de culturas ativas do Strepfococcus mutans foram
moculadas por espathamento com auxilio da alga de Drigauski estéreis em placas de
Petri contendo  “brain heart agar”. Os discos de papel de filtro impregnados com os
dcidos anacardicos foram transfendos para as placas de Petni moculadas com os
microrganismos. A atividade inibitéria do crescimento a 37 °C, apds 24 horas de
incubacdo fol determinada pela medigdo da zona de mubigdo (halo mibitdrio) apods

subtragdo do disco de papel de filtro.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram coletadas cinco amostras de dois clenes de cajueiro-andio-precoce
da cidade de Mossor6 do Estado do Rio Grande do Norte. Os nomes populares
cajuelro-precoce, cajueiro-de-seis-meses, cajueiro-do-ceara sdo nomes pelos quais é

conhecido o cajueiro-ando-precoce, devido ao seu baixo porte ¢ precocidade.

Este tipo de cajueiro ocorre com maior frequéncia nos municipios
cearenses de Maranguape, Aquiraz, Cascavel, Pacajus ¢ Aracgoiaba, € ja esta sendo
explorado em outros estados brasileiros, principalmente Piaui ¢ Rio Grande do

Norte.

O porte baixo da planta, que na idade adulta alcanca até 6m de altura com
uma envergadura da copa entre 4m e 7m, é uma caracteristica que facilita bastante a
conducfo e 0 manejo da cultura , tornando possivel o controle eficiente de pragas e
doencgas, bem como a cotheita. A precocidade do ciclo produtivo da planta e dos
periodos produtivos € outra caracteristica importante que, além de permitir melhor
distribuigdio e aproveitamento da mio-de-obra na propriedade, amplia também o

periodo de beneficiamento do pedunculo.

Em funcéo dessas caracteristicas e dos tratos culturais e fitossanitanos que
sejam dispensados ao pomar, a produtividade do cajueiro-ando-precoce pode atingir
até 3.000kg/ha de castanha. O fruto, a castanha desenvolve-se por seis a oito

semanas apos a polinizacdo com o pedinculo (mag¢d ou pseudofruto) desenvolvendo-
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se mais intensamente durante as duas Ultimas semanas. O fruto e o pedinculo caecm
juntos ¢ espontincamente apds sete a oito semanas WUNNACHIT & SEDGLEY
(1992). O periodo normal de desenvolvimento do caju deve variar ligeiramente de

uma regido geografica para outra (SHOBHA et alii, 1992).

5.1. Resuitados dos estudos preliminares para seleciio dos clones de cajueiro

com maior teor deos acidos anacardicos

5.1.1. Analise por Cromatografia em Camada Delgada dos extratos etilicos

do 6leo da casca, semente ¢ pedunculo de caju da Ceasa Campinas-SP

Os extratos etilicos do dleo da casca, semente e pedinculo de caju foram
analisados por Cromatografia em Camada Delgada (TLC), de acordo com o método
descrito no item 4.2.1.2. A Figura 7 ilustra o cromatograma dos acidos anacardicos,
cardois e cardanois que aparecem como manchas escuras contra um fimdo cor de
rosa. A TLC permite uma observagdo do nimero de fragdes de compostos
existentes em cada amostrta de casca, semente e pedinculo. Como podemos
observar, os extratos etilicos do dleo da casca da castanha de caju (CNSL)
apresentam frés fragbes de compostos, as quais podem ser denominadas de (x)
acidos anacardicos Ry 0,77, (y) carddis Ry 0,50 e (z) cardandis Ry 0,30. Como
verificamos a amostra de casca da castanha de caju apresenta altos teores de dcidos

anacardicos, portanto maior mntensidade da mancha correspondente aos acidos
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anacardicos no cromatograma, quando comparada com as amostras de semente ¢
pedimculo. Nas amostras de semente observa-se trés fragdes com os mesmos valores
de Ry das fracBes apresentadas na casca, ¢ intensidade de cor pouco intensa quando
comparadas com a amostra de casca, portanto demonstrando possuir baixos teores
de 4cidos anacardicos, cardois ¢ cardanois. A amostra de pedimculo apresentou
apenas uma mancha com valor de Ry 0,77 semelhante a fragdo dos acidos
anacardicos apresentado pela casca ¢ semente, ¢ intensidade de cor muito baixa no
cromatograma demonstrando apresentar baixo teor de cido anacardico. Os dados
obtidos por visualizagdo da intensidade das manchas nas fraghes, associados aos
valores de Ry , sdo semelhantes aos resultados apresentados pela literatura
(SENGUPTA et alii, 1974) e (TYMAN et alii, 1989), portanto, podemos supor que
estas fragdes correspondem aos acidos anacardicos, cardois ¢ cardanois, a seguir

apresentamos as estruturas dos respectivos compostos fenolicos Figura 8.
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| x - cido anacardico y - cardol z - cardanol |

Figura 7. Cromatografia em Camada Delgada (TLC) dos extratos etilicos do
do oleo da casca (C), semente (S) e pedinculo (P) de caju da Ceasa

Campinas-SP.
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Figura 8. Estrutura dos principais constituintes do 6leo do CNSL

5.1.2. Andlise por Cromatografia em Camada Delgada de Alta Performance
(HPTLC) dos extratos etilicos do 6leo da casca, semente, pedancule de

caju e suco de caju de duas marcas comerciais (MC; e M)

Os extratos etilicos do ¢leo da casca, semente, pedinculo e sucos de caju
de duas marcas comerciais foram analisados por HPTLC de acordo com o método
descrito no item 4.2.1.4. A Figura 9 apresenta o cromatograma observado a
254 pm, os acidos anacardicos aparecem na luz ultravioleta como manchas azuis
fortes fluorescente contra wm fundo verde. A Cromatografia em Camada Delgada de
Alta Performance permite uma visualizagfo rapida da intensidade e mimero de
fracBes presentes em cada amostra. Como podemos observar a amostra que
apresenta altos teores de acidos apacéardicos (casca) verifica-se a presencga de trés
fracOes, onde observa-se uma mancha com forte intensidade da cor azul fluorescente
no cromatograma, caracteristica dos (x) acidos anacardicos Ry (0,77} ¢ (y) cardol R¢
0,58 (Z) cardanol Ry (0,28) (GELLERMAN & SCHLENK, 1968). Observando-se
as amostras de semente, verifica-se que esta apresenta duas fragdes, (x) acidos

anacardicos Re (0,77) e cardanol Ry {0,26) com baixa intensidade das manchas no
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cromatograma observados a 254 nm, demonstrando portanto baixos teores dos
4cidos anacardicos e cardanois. Com relagdio as amostras de pednculo verifica-se a
presenga de duas fragdes correspondente aos (x) acidos anacardicos Ry (0,77) e (v)
cardol R¢ (0,53), os 4cidos anacardicos apresentam cor azul fluorescente
caracteristica e intensidade de cor baixa, demonstrando baixos teores destes acidos
no pedinculo. As amostras de sucos industrializados apresentam duas fracdes com
baixa intensidade de cor nos cromatogramas observados a 254 nm correspondentes
aos (x) acidos anacardicos R¢ (0,77) e (y) cardol R¢ (0,56), sendo possivel observar
que a mancha correspondente aos acidos anacardicos (x) apresenta a cor azul
fluorescente um pouco mais forte quando comparada com as amostras de semente €
pedinculo. Assim, através da Cromatografia em Camada Delgada de Alta
Performance com detecgdo a 254 nm, ¢ possivel determinar onde os acidos
anacardicos estdo presentes em maior concentrago, porém para uma determinacdo
quantitativa das fragdes de acidos anacardicos ¢ necessario utilizar a Cromatografia

Liguida de Alta Eficiéncia.
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C S P MC, MG,
Val/SP Val/SP Val/SP

X - 4cidos anacéardicos v - cardois z - cardanois

Figura 9. Cromatografia em Camada Delgada de Alta Performance (HPTLC)
dos extratos etilicos do dleo da casca (C), semente (S) e pedunculo (P)

de caju, de Valinhos-SP, e suco de caju de duas marcas comerciais

(MC] € MC;)

62



5.1.3. Anilise por Cromategrafia Liquida de Alta Eficiéncia dos acidos

anacérdicos do suco de caju de duas marcas comerciais (MC; e M)

As amostras de suco de caju processados industrialmente foram analisadas
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa, de acordo com o
método descrito no ftem 4.2.1.5. Conforme dados da literatura COLLINS et alii
(1993); CASTEELE et alii (1982), para substancias polares, a separa¢io através de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa é superior a Fase
Normal, uma vez que a possibihdade de algum composto altamente polar se ligar
rreversivelmente a4 fase estacionaria € considerada mepor. Os cromatogramas
lustrados nas Figuras 10 e 11, demonstram que os acidos anacérdicos das amostras
de suco de caju processados apresenfam perfil dos picos similares, sendo
identificados trés 4cidos anacdrdicos 6-[8(7),11({Z},14-pentadecatrienyl}dcido
salicilico  6-[8(Z),11(Z)-pentadecadienyl]acido  salicilico e 6-{8(Z)-
pentadecenyljacido salicilico, em ordem de eluigBo. A amostra de suco de caju
comercial MC; apresenta os Acidos anacardicos (monoenos, dienos e trienos) com
maiores teores {ug/ml) quando comparada com a amostra MC,. Além disso, os
sucos de caju processados apresentam maiores teores de dcidos anacdrdicos com
uma dupla ligagfo, portanto, monoenos, seguido dos ﬁ‘ienos e dienos, esses
resultados estdo de acordo com (KUBO et alis, 1986) ¢ (SHOBHA et ali, 1992).
Estes compostos sendo encontrados no suco de caju parece ndo ser toxico guando

ingerido por via oral ou sendio sua toxicidade ainda néo foi observada.
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§-18(Z)-pentadecenylacide salicilico

6-[8(0),11{Z), 14-pentadecatrienvifacido salieilico
6-[8(Z0, 11 {(Z)-pentadecadienyl]dcido salicilico

LU

00 20 40 69 80 100 1L0
TEMPO (MIN)

Figura 10. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia dos dcidos anacardicos

do suco de caju da marca comercial (MC;).
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6-[8(Z)~pentadecenyl}éaido salicilico

§-{8(Z,11(%), 14-pentadecatrienylficido salicilico
6-[8(Z}, 11(Z)-pentadecadienyllacido salicilico

0.0 20 48 60 80 100 120
TEMPO (MIN)
Figura 11. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéneia dos dcidos anacardicos

do suco de caju da marca comercial (MC;).
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Tabela 3. Andlise dos acidos anacardicos das amostras de suco de caju de duas

marcas comerciais (MC; e MC;) por HPLC em Fase Reversa.

Concentragfio dos acidos anacardicos (monoenos,
dienos e trienos) em ug/ml

Amostras Monoenos Dienos Trienos
Suco de caju MC, 7,68 3,18 4,15
Suco de caju MC; 4,64 2,12 2,62

5.1.4. Andlise por Cromatografia em Camada Delgada de Alta Performance
dos extratos etilicos do éleo da casca da castanha de caju dos clones de

cajueiro CCP-1001, CCP-76, CCP-09, CCP-06 ¢ cajuciro comum

A Figara 12 apresenta a andlise por Cromatografia em Camada Delgada
de Alta Performance (HPTLC) dos extratos etilicos do 6leo da casca da castanha de
caju (CNSL) dos clones de cajueiro CCP-1001, CCP-76, CCP-09, CCP-06 ¢
cajueiro comum, de acordo com ¢ método descrito no item 4.2.5. Observando-se os
cromatogramas apresentados na Figura 12 verifica-se a presenga de tr€s fragdes nas
cinco amostras analisadas, permitindo também uma wvisualizacio rapida da
intensidade das manchas em cada amostra de CNSL. E possivel observar que as
amostras que apresentam maiores teores de (x) dcidos anacérdicos Ry 0,77 possuem
uma intensidade da cor azul mais forte no cromatograma, quando comparadas com

as amostras que apresentam teores mais baixos. Nas amostras dos clones de cajuero
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CCP-1001 e CCP-06 observa-se uma menor intensidade das manchas cor azul
fluorescente contra um fundo verde nos cromatogramas a 254 nm, demonstrando
menor teor dos acidos anacardicos, por outro lado as amostras CCP-76, CCP-09 ¢
cajueirc comum apresentam mator intensidade das manchas azuis no cromatograma,
quando comparadas com CCP-1001 ¢ CCP-06, demonstrando possuir mator teor de
acidos anacardicos. As amostras de CCP-76 ¢ CCP-09 quando comparadas com os
outros clones apresentam visualmente maior intensidade da mancha azul
fluorescente, ou seja maior teor dos adcidos anacardicos. Pelo exposto, é possivel
determinar o teor de acidos anacardicos através da andlise por Cromatografia em
Camada Delgada de Alta Performance com detecgdio a 254 nm, embora que para
termos uma determinagio quantitativa das fragdes de 4cidos anacardicos ¢
necessario utilizar a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. Como podemos
observar nos cromatogramas das amostras dos clones de cajueiro anfio-precoce
CCP-1001, CCP-76, CCP-09, CCP-06 e cajueiro comum, verifica-se em todas essas
amostras duas outras frages (y) cardol Ry 0,58 e (Z) cardanol Ry 0,30,
comparando-se os dados obtidos nesse experimento, com os valores citados na

literatura, verifica-se que os valores de Ry das trés fragSes s3o similares.
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C C C C C
CcCp ccp CcCp CCP CCpP
1001 76 09 06 comum

X - acidos anacardicos y - cardois z - cardanois

Figura 12. Cromatografia em Camada Delgada de Alta Performance (HPTLC)

dos extratos etilicos do éleo da casca (C) da castanha de caju dos
clones de cajueiro-ando-precoce CCP-1001, CCP-76, CCP-09,
CCP-06 e caju comum, de Mossoro-RN.
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5.2. Analise por Cromatografia em Camada Delgada de Alta Performance do

padrio acido anacérdico obtido por cromatografia em coluna de silica

gel 60

A determinacdo dos acidos anacardicos das amostras de extratos etilicos
do 6leo da casca da castanha de caju {CNSL) foi realizada de acordo com o item
427. A Figura 13 apresenta o cromatograma observado a 254 am, os acidos
anacardicos aparecem como manchas azuis fluorescente contra um fundo verde. A
Cromatografia em Camada Delgada de Alta Performance permite uma visualizagfo
dos acidos anacardicos existentes na amostra de Oleo da casca da castanha de caju.
Como podemos observar a purificagio do extrato etilico do CNSL foi realizada
satisfatoriamente tendo em vista o cromatograma nfo apresentar nenhuma banda que

demonstre a presenga de outros compostos na fragfio (Fz.) e (Fa).
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| X - dcidos a:mérdicosl

Figura 13. Cromatografia em Camada Delgada de Alta Performance do

padriao dos acidos anacardicos.
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3.2.1. Determinacio de pese médio das castanhas de caju dos clones de
cajueiro-ando-precoce CCP-76 e CCP-09 em cinco estagios de

maturacio

A Figura 14 apresenta o peso médio das castanhas de caju dos clones de
cajuetro CCP-76 ¢ CCP-09 em cmco estagios de maturagio, realizado conforme
ftem 4.2.6. De acordo com a Figura 14 pode-se verificar um aumento no peso médio
das castanhas de caju até o segundo estagio de maturagdo, seguido de uma gradual
diminuigdo em ambos os clones até o quinto estagio de maturagfio, portanto,
observando-se uma reducdo no tamanho da castanha o que demonstra uma

diminui¢do no peso médio das castanhas de caju.

Esses resultados estdo de acordo com IREMIREN (1984) o qual relatou
que os estagios finais de desenvolvimento sdo caracterizados pela maturago do
pedunculo acompanhado por uma perda de umidade e concomitante diminui¢do da

castanha.
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Figura 14. Peso médio das castanhas de caju dos clones de cajueiro-anao-

precoce CCP-76 e CCP-09 em cinco estagios de maturacio (Ey, Es,
E3’ E4 € ES)'
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5.2.2. Determinacdo do dleo da casca da castanha de caju dos clones CCP-76 e

CCP-09 em cinco estagios de maturagio utilizando diferentes solventes

As caracteristicas fisicas dos extratos brutos do 6leo da casca da castanha
de caju dos clones CCP-76 ¢ CCP-09 em cinco estagios de maturagfo obtidos de
acordo com o item 4.2.8. foram muito varidveis quando comparadas com estagios
diferentes, ao passo que quando se compara ¢ mesmo estagio com solventes
diferentes essa diferenca deixa de existir. A cor do dleo bruto nos dois primeiros
estagios apresentaram-se ligeiramente esverdeada, caracteristico deste estagio
devido talvez a presenca de pigmentos, ao passo que nos estagios seguintes
observou-se uma coloragdo castanha brilhante TYMAN (1980). A produgdo de dleo
da casca da castanha de caju bruto foram semelhantes com os solventes éter etilico,

pentano e hexano como observado na Tabela 3.
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Tabela 4. Porcentagem relativa da extraciio do dleo da casca da castanha

de caju dos clones de cajueire-ando-precoce CCP-76 ¢ CCP-09 em

cince estagios de maturacdo (E,, E,, E; Es e Es) utilizando os

solventes (éter etilice, pentano e hexano).

% Relativa da Extragdo do CNSL

Solventes de
extracio

Clone de cajueiro-ando-
precoce CCP-76

Estagios de maturagéo
E; E E: E; Es

Clone de cajueiro-ando-
precoce CCP-09

Estagios de maturacio
E; E;g E3 E4 Eﬁ

Bter etilico

Pentano

Hexano

15,7 177 172 267 307
15,5 16,5 169 263 298

149 160 164 250 304

16,2 174 180 289 325
15,9 16,9 176 26,7 314

158 16,5 178 272 309

5.2.3. Analise por Cromatografia em Camada Delgada de Alta Performance

(HPTLC) dos extratos etilicos brute de CNSL dos clones CCP-76 ¢

CCP-09 em cinco estagios de maturaciio

As Figuras 15 e 16 apresentam os cromatogramas observados a 254 nm,

de acordo com o item 4.2.9. onde os acidos anacardicos apresentam-se como

manchas azuis fortes fluorescentes contra um fundo verde. Como pode-se observar a

Cromatografia em Camada Delgada de Alta Performance permite uma imagem
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rapida e real da intensidade de cor e mimero de fragGes existentes em cada amostra
de déleo da casca da castanha de caju dos clones CCP-76 ¢ CCP-09 em cinco

estiglos de maturacio.

As amostras de 6leo da casca da castanha de caju dos clones CCP-76 e
CCP-09 apresentaram baixo teor dos acidos anacérdicos no estagio de maturagio E,
comparado com os etagios By, E; Es e FEs. Nas amostras do clone CCP-76 em
cinco estagios de maturagio quando comparadas com as amostras do clone CCP-09
nos mesmos estagios verifica-se que os dois clones apresentaram o mesmo nUmMeroc
de fracBes nos cinco estagios de maturagdo. Como podemos observar as amostras do
clone CCP-76 apresentaram uma menor mtensidade das manchas azuis no
cromatograma a 254 nm, quando comparadas com as amostras do clone CCP-09
demonstrando assim menor teor dos dcidos anacardicos. As amostras do clone de
cajuetro CCP-09 apresentaram nitidamente maior intensidade das manchas azuis no
cromatograma a 254 nm, ou seja maior teor dos acidos anacdrdicos. Assim,
podemos determinar a qualidade do 6leo da casca da castanba de caju em termos do
teor de acidos anacdrdicos através da Cromatografia em Camada Delgada de Alta
Performance com detecgdo a 254 nm, porém para uma determinagdo quantitativa dos

acidos anacardicos é necessario utilizar a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.



Estagios de maturagao

X - acidos anacardicos y - cardois z - cardanois

Figura 15. Cromatografia em Camada Delgada de Alta Performance
(HPTLC) dos extratos etilicos do dleo da casca da castanha de
caju do clone de cajueiro-ando-precoce CCP-76 em cinco estigios

de maturacio (E;, E;, E3, E4 e Es).
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Estagios de maturagao

l X - dcidos anacardicos y - cardois z - cardanois |

Figura 16. Cromatografia em Camada Delgada de Alta Performance
(HPTLC) dos extratos etilicos do éleo da casca da castanha de
caju do clone de cajueiro-ando-precoce CCP-09 em cinco estagios

de maturacio (E, E;, E;3, E4 e Es).
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5.2.4. Analise por Cromatografia em Coluna dos icidos anacardicos

Os acidos anacardicos separados dos extratos etilicos brutos por
cromatografia preparativa de acorde com o item 4.2.10. foram purificados por
Cromatografia em Coluna conforme ftem 4.2.11. As Figuras 17 e 18 ilustram o
monitoramento da purificago dos 4cidos anacardicos em coluna de silica gel 60 |
realizado através da cromatografia das fracbes em Cromatografia em Camada
Delgada de Alta Performance. Esta técmica permitin a visualizacfo das manchas
azuis fluorescentes caracteristicas dos acidos anacardicos. (GELLERMAN &
SCHLENK, 1968), como também a presen¢a ou nfo de ouiras fracSes nos
cromatogramas, demonstra visualmente portanto que as amostras dos clones CCP-76
e CCP-09 nos cinco estagios de maturagdo possam estar puras. Os resultados
obtidos por visualizagdo da intensidade das manchas demonstram que o estagio
primeiro do clone CCP-76 ndio apresenta a cor azul fluorescente dos 4cidos
anacardicos, portanto, talvez este acido nfio esteja presente ou necessita de um

método mais sensivel como HPLC para detectar sua presenga,
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Estagios de maturacdao

rx - acidos anacérdiws'

Figura 17. Monitoramento das fracdes separadas pela cromatografia em
coluna de silica gel 60 dos acidos anacardicos do CNSL do clone de

cajueiro-ando-precoce CCP-76 em cinco estagios de maturagéo.
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Estagios de maturacao

| X - acidos anacérdicosl

Figura 18. Monitoramento das fracoes separadas pela cromatografia em
coluna de silica gel 60 dos acidos anacardicos do CNSL do clone de

cajueiro-ando-precoce CCP-09 em cinco estagios de maturacao.
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5.2.5. Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Fase Reversa

Foram selecionadas amostras do padric acido anacardico (Figura 19) e
dos clones de cajueiro-ando-precoce CCP-76 e CCP-09Y em cinco estagios de
maturacdo para serem analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em
Fase Reversa, de acordo com o método descrito no item 4.2.12. Conforme dados da
literatura COLLINS et alii (1993); CASTEELE et alii (1982), para substincias
polares, a separagdo através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase
Reversa é superior a Fase Normal, uma vez que a possibilidade de algum composto

altamente polar se ligar frreversivelmente 3 fase estaciondria € considerada menor.

Todos os cromatogramas dos extratos etilicos do CNSL dos clones de
cajueiro CCP-76 e CCP-09 das Figuras 22, 23, 24, 25, 26, 29, 30, 31, 32, ¢
33 apresentaram perfil dos picos semelhantes, indicando trés 4cidos
anacardicos  6-[8(2),11(Z),14-pentadecatrienyljacido  salicilico, 6-[8(Z2),11(2)-
pentadecadienyljacido salicilico e 6-[8(Z)-pentadecenyl}icido salicilico, em ordem
de elui¢io, de acordo com o padrdo Figura 19 e NAGABHUSHANA &
RAVINDRANATH (1995); SHOBHA & RAVINDRANATH (1991). Portanto,
observa-se que o clone CCP-76 Figura 20 e 21 e o clone CCP-09 Figura 27 e 28 no
quinto estagio de maturagdo (60 dias) apresentam maior concentragdo dos acidos
anacardicos com frés duplas ligagBes (trienos) quando comparado com os frutos no
primeiro estagio (12 dias) que apresentam maior concentragdo dos acidos
anacérdicos com uma dupla ligagio (monoenos). De um modo em geral, as amostras

dos clones CCP-09 apresentam maiores teores dos acidos anacardicos (monoenos,
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dienos e trienos) pg/ml quando comparados aos clones CCP-76. Além disso, 0
quinto estagio do clone CCP-09 apresenta teor dos acidos anacardicos muito
superior em relagdo aos estagios do CCP-76. Os resultados obtidos da analise dos
acidos anacardicos do CNSL por HPLC demonstram que existe wma diferenga entre
os clones e também ocorre uma nitida falta de semelhanca entre os estigios dos
respectivos clones. SHOBHA et alii (1992) sugeriram que a formacdo dos
monoenos, dienos e trienos dos acidos anacardicos durante a maturagdo ocorre
através de wma via semelhante a sintese dos dcidos graxos em plantas. Os autores
também relataram a possibilidade da deséa.turag:ﬁo ocorrer apos a formacfo do anel

aromatico dos acidos anacardicos.
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Figura 20. Concentracio absoluta dos acidos anacardicos (monoenos, dienos e
trienos) dos extratos etilicos do CNSL do clone de cajueiro-ando-
precoce CCP-76 em cinco estagios de maturagio (E, Ez, E3, Eg e

Es).
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Figura 21. Propor¢ao relativa dos acidos anacardicos (monoenos, dienos e
trienos) dos extratos etilicos do CNSL do clone de cajueiro-anio-
precoce CCP-76 em cinco estagios de maturacio (E, Ej, E3, Ese
Es).
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6-]B(Z)-pentadecenyl]acido salicilico

6~{8( ) 1 T)-pentadecadienyl]acido salicilico

6-[8(7), 11{Z), 14-pentadecatrienylacido salicilico
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Figura 22. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia des acidos anacardicos

do CNSL extraide com solvente de¢ clone de cajueiro-anfo-precoce

CCP-76 no primeiro estagio de maturacio.
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6-[8(2),11{Z),14-pentadecatrienyl)acido salicilico
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Figura 23. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia dos dcidos anacardicos

do CNSL extraide com solvente do clone de cajuciro-anfie-precoce

CCP-76 no segundo estagio de maturacio.
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6-[8(Z)-pentadecenyi]icido salicilico

el

0.0 20 40 60 80 100 120
TEMPO (MIN)

Figura 24. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia dos acidos anacardicos

do CNSL extraide com solvente do clone de cajueiro-anfio-precoce

CCP-76 no terceiro estagio de maturacio.
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Figura 25. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia dos dcidos anacardicos

do CNSL extraido com solvente do clone de cajueiro-anio-precoce

CCP-76 no guarto estagio de maturacio.
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6-[8(Z),11(Z), 1 4-pentadecatrienyllbcido salicilico

6-[8(Z), 11{Z)-pentadecadienyl]dcide saliciiico

6-[8(Z)-pentadecenyl] acide salicilice

UL
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Figura 26. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia dos 4cidos anacardicos

do CNSL extraido com solvente do clone de cajueiro-ando-precoce

CCP-76 no quinto estigio de maturacio.
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Figura 27. Concentracdo absoluta dos acidos anacardicos (monoenos, dienos e
trienos) dos extratos etilicos do CNSL do clone de cajueiro-anio-
precoce CCP-09 em cinco estagios de maturacio (E;, E;, E3, E4
e Es).

91



-------- CIMonoenos |- - - - - - - - - - -
60 Bl Dienos
———————— M Trienos =
50
2wl Ll el 4
(3]
8=
g 30
!O /I
g“ 20 "
[=5
o 7/
&~ 10
0 T | T T T
E1 Eg E3 E4 ES
Estagios de maturagao

Figura 28. Proporgio relativa dos acidos anacardicos (monoenos, dienos e
trienos) dos extratos etilicos do CNSL do clone de cajueiro-anéo-
precoce CCP-09 em cinco estagios de maturacdo (Ey, E;, E3, Eq e
Es).
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6-[8(Z)-pentadecenyllacido salicilico

6-8(Z), 11(Z), 14-pentadecatrienyl]icide salicilice
$-[8(D), 1 X{Z)-pentadecadienyljacido salicilico
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Figura 29. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia dos Acidos anacardicos

do CNSL extraido com solvente do clone de cajueiro-anio-precoce

CCP-09 no primeiro estagio de maturacio,
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L

6-{8(Z)-pentadecenyllicido salicitico

L

L

00 20 40 60 8.0
TEMPO (MIN)

Figura 30. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia dos acidos anacardicos

10.86  12.0

do CNSL extraido com solvente do clone de cajueiro-anio-precoce

CCP-09 no segundo estagio de maturagae.
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Figura 31. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia dos Acides anacdrdicos

do CNSL extraido com solvente do clone de cajueiro-ando-precoce

CCP-09 no terceiro estagio de maturacio.
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6-{8(Z), 11(¥),14-pentadecatrienyl] dcido salicilice
6-[B(Z),11(Zy-pentadecadienyl|acido salicflico
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Figura 32. Cromategrafia Liquida de Alta Eficiéncia dos dcidos anacardicos

do CNSL extraido com solvente do clone de cajueiro-ando-precoce

CCP-09 no guarto estigio de maturacio.
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6-[8(Z), 1K Z), 14-pentadecatrienylacido salicilice
~ 6-[8(Z}.11{Z)-pentadecadienyl]acido salicilico

6-{B(Z)-pentadecenyl] dcide salicilico
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Figura 33. Cromatografia Liguida de Alta Eficiéncia dos dcidos anacirdicos

do CNSL extraido com solvente do clone de cajueiro-ando-precoce

CCP-09 no quinto estigio de maturagio.
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5.2.6. Identificaciio dos ésteres metilicos dos acidos anacirdicos do CNSL

5.2.6.1. Identificacio por cromatografia gasosa acoplada a detetor selefivo de

MAassas

A ordem de eluigio dos ésteres metilicos dos acidos anacérdicos do
dleo da casca da castanha de caju em cromatografia gasosa obtido de acordo com 0
ftem 4.2.13.2. depende da polaridade da fase liquida na coluna. Esta ordem auxiliou
a identificagdo dos acidos anacardicos no 6leo da casca da castanha de caju, pois

ndo se dispunha de padrdes auténticos como ilustra a Figura 34.

De acordo com observagdes de GELLERMAN & SCHLENK (1968), foi
verificado que nfo somente o mimero de duplas ligagbes, mas também a posi¢io da
dupla ligagdo influenciou a ordem de eluigio dos 4cidos anacardicos na coluna
Carbowax 20M. Em colunas polares, tais como Carbowax 20M, os acidos

insaturados emergem apos os saturados de mesmo comprimento de cadela.
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Neste trabalho, o estudo do comportamento de eluigdo, em colunas
Carbowax 20M (polar), dos 4cidos anacardicos do CNSL, junto com os resultados
relatados na literatura, usando as mesmas colunas ou similares, contribuiu para a
identificacdio dos ésteres metilicos dos acidos anacardicos presentes nas amostras de
CNSL.

A Figura 35 apresenta o éster metilico do acido amacardico 6-18(Z)-
pentadecenyl]acido salicilico Cis., (pico 1), de peso molecular 374, analisado por

cromatografia gasosa acoplada a detetor seletivo de massas.

A Figura 36 apresenta o espectro de massa do éster metilico do acido
anacérdico 6-[8(Z),11(Z)-pentadecadienil] acido salicilico, (pico 2), de peso
molecular 372, analisado por cromatografia gasosa acoplado a detetor seletivo de

Massas.
A Figura 37 apresenta o éster metilico do acido anacardico 6-

[8(Z),11(Z),14-pentadecatrienil] acido salicilico, (pico 3), de peso molecular 370,

analisado por cromatografia gasosa acoplado a detetor seletivo de massas.
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A espectrometria de massa foi uma téenica mutto Gtil na identificacdo
conclusiva dos acidos anacardicos 6-[8(Z)-pentadecenyl]acido salicilico, 6-[8(7),11
(Z)-pentadecadienyllacido saliciico e 6-[8(Z),11(Z),14-pentadecatrienyljacido
salicilico, presentes nas amostras do oleo da casca da castanha de caju. Para isto,
foi feito uso da coluna Carbowax HP20M acoplada a um espectrdmetro de massas,
permitindo assim, obter os espectros de massas dos acidos anacardicos (monoenos,
dienos e trienos) das amostras de CNSL, cujas razes de massas dos principais

fragmentos estdo apresentados nas Figuras 35, 36 ¢ 37,

572.7. Atividade antimicrobiana dos acides anacardicos do o6leo da casca da
castanha de caju do clone CCP-09 no quinto estigio de maturacio,

utilizando o teste espectrofotométrico e teste de antibiograma

Os resultados da analise da atividade antimicrobiana dos acidos
anacardicos através do teste espectrofotométrico sobre  Strepfococcus mutans
(bactétia Gram positiva), realizado de acordo com o item 4.2.16. estdo
apresentados nas Figuras 38, 39 e 40, verificando-se uma diminuigdo da turbidez
do meio com o aumento da concentragio dos dcidos anacérdicos Figuras 38 ¢ 39,
demonstrando, que houve uma inibi¢Sio do crescimento microbiano, e portanto, uma
diminuigdo no ntmero de células/ml Figura 46. Segundo dados da literatura
MUROI & KUBO (1993); os acidos anacérdicos apresentam potente atividade

antibacteriana sobre bactérias Gram positiva, principalmente Strepfococcus mutans,
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maior gue em bactérias Gram negativas, de acordo com HIMEJIMA & KUBO
(1991). Embora apenas uma linhagem de Strepfococcus mutans tenha sido testada, €
esperado que compostos ativos retenham atividade contra uma variedade de

linhagens das espécies. Por outro lado, a possibilidade de resisténcia entre linhagens

esta sempre presente (MUROI & KUBO, 1993).
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Figura 38. Teste espectrofotométrico dos  acidos anacardicos  sobre
a bactéria Streptococcus mutans (Sm):5ul(28,62 pg/ml); 10pl (57,23 pg/ml);
20ul (114,46 pg/ml); 35pl (200,32 pg/ml); 70pl (400,63 pg/ml); 140ul (801,27
ng/ml); 180pl (1030,20 pg/ml); 210p (1201,90 pg/mi); 260pl (1488,06 pg/ml).

(Sm) = Controle
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Figura 39. Teste espectrofotométrico dos acidos anacardicos do CNSL sobre
a bactéria Streptococcus mutans (Sm): 70ul (400,63 pg/ml); 210ul (1201,90 pg/ml).

(Sm) = Controle
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A Figura 40 apresenta os resultados da andlise da atividade antimicrobiana
dos acidos anacardicos do CNSL do clone de cajueiro-ando-precoce CCP-09 quinto
estagioc de maturagdo sobre a bactéria Gram-positiva Streptococcus mulans
gtilizando o teste de antibiograma, de acordo com o ftem 4.2.18. A amostra de
4cidos anacardicos demonstra atividade antibacteriana pela formagdo de zona de

inibigdo 3,5 mm para Streptococcus mutans.

FARAG et alii (1989) relataram que parece existir um relacionamento
entre as estruturas quimicas dos compostos presentes no oleo e a atividade
antimicrobiana. Geralmente, a extensfo do efeito inibitério dos 6leos poderia ser
atribuida a presenga de niicleos aromaticos contendo grupos funcionais polares. A
larga aplicagiio dos compostos fendis e clorofencis como desinfetantes € muito
conhecido. Pesquisas realizadas tém demonstrado que O grupo OH -(hidroxila) €
muito reativo e facilmente forma pontes de hidrogénio com 0 sitio ativo das enzimas.

Inibindo as atividades metabélicas dos microrganismos.
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Figura 40. Teste de antibiograma dos acidos anacardicos do CNSL sobre a
bactéria Streptococcus mutans. C (controle): 210ul (1201,90 pg/ml); 70ul
(400,63ug/ml).
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A Figura 41 demonstra a atividade antimicrobiana dos acidos anacérdicos
do CNSL no quinto estdgio de maturagio sobre a bactéria Staphyvlococcus aureus
Gram positiva, realizado de acordo com o item 4.2.16. Os &cidos anacardicos
apresentam uma menor atividade mibitoria no crescimento sobre esta bactéria
quando comparada com o Streptococcus mutans, verificando-se uma maior turbidez
do meio liquido quando comparado com a Figura 38 e 39, portanto maior niimero de
células/mi, como ilustra a Figura 46. Estes resultados estdo de acordo com os dados
apresentados por HIMEJIMA & KUBO (1991).
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Figura 41. Teste espectrofotométrico dos acidos anacardicos sobre Staphylococcus
aureus (S.a); Sul (28,62 pg/ml); 10ul (57,23 pg/ml); 20pl (114,46 pg/ml); 35ul
(200,32 pg/ml);70pl (400,63 pg/ml); 140pl (801,27 pg/ml);180pul (1030,20pg/mi);
210p1 (1201,90 pg/ml); 260pl (1488,06 pg/ml).

S.a = Controle

111



Os resultados da andlise da atividade antimicrobiana dos #cidos
anacardicos da amostra de Oleo da casca da castanha de caju do clone de cajueiro-
ando-precoce CCP-09 no quinto estigio de maturagdo sobre as leveduras Candida
albicons, Condida utilis, realizado de acordo com o item 4.2.16. estfio apresentados,
respectivamente, nas Figuras 42 e 43. A susceptibilidade dos microrganismos aos
acidos anacardicos foi determinada pelo método da diluigdio em tubos. O tubo da
extrema esquerda é o controle e nio contém acidos anacardicos. Apds a meubaglo
os resultados apresentados conforme observagfo das fotografias demonstram que o
meio de cultura ficou turvo, portanto, observou-se que ocorreu fraca mibig8o no

crescimento das leveduras conforme contagem do ndmero de células.

De acordo com dados relatados na literatura por MUROI et alii (1993) e
HIMEJIMA & KUBO (1991) os 4cidos anacérdicos apresentam forte atividade
antimicrobiana sobre as bactérias Gram positiva Streptococcus — mulans,

Stapphylococcus aureus e Bacillus subtilis, porém fraca atividade contra os fungos.
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Figura 42. Teste espectrofotométrico dos acidos anacardicos sobre Candida
albicans (C.a): Sul (28,62 pg/ml);10pul (57,23 pg/ml); 20pul (114,46 pg/ml); 35ul
(200,32 pg/ml); 70pul (400,63 pg/ml); 140pul( 801,27 pg/ml); 180p1(1030,20 pg/ml);
210ul (1201,90 pg/ml); 260pl (1488,06 pg/ml).

C.a = Controle
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Figura 43. Teste espectrofotométrico dos acidos anacardicos sobre Candida utilis
(C.u): 5ul (28,62 pg/ml); 10pul (57,23 pg/ml ); 20ul (114,46 pug/ml); 3Sul (200,32
ug/ml); 70u1(400,63 pg/ml); 140pu1(801,27 pg/mi); 180ul (1030,20pg/mi); 210pl
(1201,90 pg/ml); 260pl (1488,0pg/ml).

C.u = Controle
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As Figuras 44 ¢ 45 demonstram que os acidos anacérdicos ndo

apresentaram efeito inibitério sobre os fungos Trichodermus sp e Aspergillus sp,

conforme observagio a olho nf das fotografias nio observou-se inibigio em

nenhuma das concentragdes utilizadas e de acordo com o calculo da matéria seca

tlustrada na Tabela 3.

Tabela 5. Porcentagem de matéria seca deos fungos Irichodermus sp e

Aspergillus sp.
ConcentragBes dos acidos anacardicos pg/ml
Microrga- | EM | T | Spl | 10ul| 20l | 354 | 70ul | 140l | 180ul | 210p1 | 260pl
nismos
T sp
MS.(%) | 26 | 25127126 26 | 27 | 261 26 | 26 | 26 | 26
A. sp
MS | 25 [ 24| 25261 26 | 26 | 251 25 | 26 | 26 | 26

T.sp=Trichodermus sp, A.sp=Aspergillus sp: 5ul(28,62 pg/ml 3;10p1 (57,23 pg/ml ), 20ul (114,46
pg/ml); 35u1 (200,32 pg/mi); 70ul (400,63 pg/mi);140u1 (801,27 pg/ml); 180ul (1030,20 pg/mi),
2101 (1201,90 pg/ml ), 260ul (148806 pg/mi).
E M = Extrato de Malte, Controle

T = Teste

*M.§. = Matéria seca
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Figura 44. Teste espectrofotométrico dos acidos anacardicos sobre Trichodermus
sp (T sp): Sul (28,62 pg/ml); 10pl (57,23 pg/ml ); 20pul (114,46 pg/ml ); 3Sul
(200,32 pg/ml); 70l (400,63 pg/mi);140pul (801,27 pg/ml); 180ul (1030,20 pg/ml);
210pl (1201,90 pg/ml ); 260ul (1488,06 pg/ml).
T. sp = Controle
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Figura 45. Teste espectrofotométrico dos acidos anacardicos sobre Aspergillus sp
(A.sp): Spl (28,62 pg/ml );10pl (57,23 ug/ml); 20pul (114,46 pug/ml); 35pul (200,32
ng/ml); 70ul (400,63 pg/ml); 140ul (801,27 pg/ml); 180pul (1030,20pug/ml); 210pul
(1201,90 pg/ml); 260pul (1488,06p1g/ml).

A.sp = Controle
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A Figura 46 ilustra os resultados da anslise da atividade antimicrobiana
dos acidos anacardicos das amostras de CNSL do clone CCP-09 no quinto estagio
de maturacio em concentragdes crescentes do composto teste. A amostra de acidos
anacardicos selecionada demonstrou ter atividade antimicrobiana mais potente sobre
a bactéria Streptococcus mutans em relagio a bactéria Staphylococcus aureus e as
leveduras Candida albicans e Condida utilis. Apos a incubagfo, observou-se que o
crescimento do Streptococcus mutans foi inibido por 1200ug e 1500pg dos dcidos
anacardicos ocorrendo uma maior diminuigio no ndmero de células/ml de
Streptoccocus mutans no meio em caldo quando comparado com Staphylococcus
aureus, Candida albicans ¢ Candida utilis, respectivamente,

Através da Figura 46 podemos verificar que 2 atividade inibitoria dos
acidos anacérdicos sobre S. mutans foi aproximadamente duas vezes superior em
relagiio ao 8. aureus e duas a trés vezes maior sobre C. albicans e C. utilis, em cada

uma dessas leveduras em particular.
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Figura 46. Atividade antimicrobiana dos acidos anacardicos do CNSL sobre
Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Candida albicans e Candida
utilis. Spl (28,62 pg/ml); 10ul (57,23 pg/ml); 20ul (114,46 pg/ml); 3Sul (200,32
ng/ml);70pl (400,63 pg/ml); 140ul (801,27 pg/ml); 180l (1030,20 pg/mi); 210pl
(1201,90 pg/ml); 260l (1488,06pg/ml).
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6. Conclusbes

1. Os extratos etilicos do 6leo da casca da castanha de caju apresentaram
diferengas qualitativas e quantitativas com relacfic ao teor dos acidos anacardicos
{monoenos, dienos e trienos) nos cinco estagios de maturagdo. As amostras de
extratos etilicos dos clone de cajueiro-ando-precoce CCP-09 ¢ CCP-76 e cajueiro
conuun apresentaram maiores feores de acidos anacardicos, quando comparadas

com as amostras de clones de cajueiro-ando-precoce CCP-1001 e CCP-06.

2. A determinacdo dos acidos anacardicos nos clones de cajueiro CCP-76
e CCP-09 por HPTLC com detecgfo a 254 nm demonstrou diferengas no teor dos
acidos anacardicos quando comparados os estdgios de maturagio. A concentragdo
de acidos anacardicos no primeiro estagio de maturagdo dos clones CCP-76 ¢ CCP-
09 foi muito baixa. Assim, para uma determina¢fio mais precisa foi necessdrio a

andlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.

3. As analises dos acidos anacardicos dos clones CCP-76 ¢ CCP-09 no
primeiro estagio de maturagio (12 dias) por HPL.C demonstraram maiores teores dos
dcidos anacardicos monoenos, quando comparados com os estagios segundo,
terceiro, quarto e quinto que apresentaram maiores teores dos acidos anacardicos
(dienos e trienos). O quinto estagio do clone CCP-09 apresentou 3 vézes mais acido
anacardico trieno, como também o teor do 4cido anacérdico dieno foi mais elevado,
enquanto que o acido anacardico monoeno foi duas vézes maior quando comparados

com o c¢lone CCP-76 no quinto estagio de maturagdo.
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4. A amostra de clone de cajueiro-anfio-precoce CCP-09 no quinto estagio
de maturagdo selecionada (60 dias) apresentou atividade antimicrobiana mais
acentuada sobre Streptococcus mutans, conforme teste espectrofotométrico e teste
de antibiograma, quando comparado com Staphvlococcus aureus, Condida

albicans, Candida utilis, Trichodermus sp e Aspergillus sp.

Conclui-se a pattir dos resultados deste estudo que o dleo da casca da
castanha de caju ¢ uma fonte potencial para obtencio dos écidos anacardicos. Por
outro lado estes dcidos biodegradaveis sfio obtidos de fontes naturais e renovaveis e
apresentam propriedades terap&uticas muito importantes: antitumor no tratamento de
cancer de mama, antimicrobiana, moluscicida, antiacne e inibidores de tirosinase,
apresentando portanto uma grande aplicagio para as indistrias de almnentos e
farmacéutica, como por exemplo: ingrediente na formulagdo de alimentos, bebidas e
produtos de confeitaria, pasta dentaria como também produtos para higiene bucal.
Deve-se ressaltar ainda que a produgdo comercial deste 6leo para obtengdo dos
dcidos anacéardicos, poderia ser apresentada como uma fonte de divisa para os
Estados do Nordeste produtores de caju, possibilitando assim mais wna opgéo no
aproveitamento do caju, como também um estimulo para os pequenos produtores da

regifio do Nordeste brasileiro.
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7. Sugesties para trabalhos futuros:

Considerando que foram estudados dois clones de cajueiro-ando-precoce
CCP-76 e CCP-09 em cinco estagios de maturagio, tendo em vista na oportunidade
os outros clones niio estarem disponiveis, sugiro que sejam estudados outros clones

de cajueiro.

Considerando que foi realizada a extrago do 6leo da casca da castanha de
caju utilizando solventes, sugiro que seja utilizada a extracfo do CNSL utilizando
dioxido de carbono supercritico, embora a produgio de 6leo s¢ja um pouco menor,
no entanto iremos obter um produto de melhor qualidade, com diferentes

possibilidades de aplicagGes.
Estudar a separacdo dos 4cidos anacardicos (monoenos, dienos e trienos)

através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Preparativa, ¢ analisar

individualmente cada dcido anacardico com relagio a atividade antimicrobiana.
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