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RESUMO

A cultura do caju tem grande importancia na fruticultura brasileira, principalmente no
Nordeste, representando uma atividade de grande expressao econdmica e social na regiao.
Foram utilizados quatro clones obtidos a partir da Estacdo Experimental da Embrapa
Tropical como o CCP 06, CCP 76, BRS 189 e BRS 226, tendo destaque na composi¢do
fitoquimica, proteina, toxicidade, fenois, fitoesterdis e atividade antioxidante total. Este
estudo tem como objetivo avaliar a qualidade e a atividade antioxidante total de hastes de
diferentes clones de cajueiro ando, desenvolvido pela Embrapa Tropical, através da
caracterizacdo fisica e quimica, selecionando os clones que apresentaram 0s melhores
resultados.

Palavra-chave: caju, antioxidante, fenois.
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ABSTRACT

The cashew culture has great importance in Brazilian fruit trees, mainly in the Northeast,
representing an activity of great economic and social expression in this region. We used
four clones obtained from the Experimental Station of Embrapa Tropical such as CCP 06,
CCP 76, BRS 189 and BRS 226, being featured on the phytochemical composition,
protein, toxicity, phenols, phytosterols and total antioxidant activity. This study aims to
evaluate the quality and total antioxidant activity of stems of different clones of dwarf
cashew, developed by Embrapa Tropical, through physical and chemical characterization,
selecting clones that showed the best results.

Keywords: cashew, antioxidant, phenols.

1 INTRODUCAO

A agroindustria do caju (Anacardium occidentale L.) representa um papel
econdmico e social de destaque na regido Nordeste do Brasil, sendo responsavel por cerca
de 94% da producéo brasileira de caju, principalmente nos estados do Ceard, Piaui e Rio
Grande do Norte (SHAHIDI et al., 2007).

A industrializacdo do caju pode ser dividida nos setores de beneficiamento da
castanha e do processamento do pedinculo. O beneficiamento da castanha visa
principalmente a producdo da améndoa da castanha de caju; enquanto que o
processamento do pedunculo tem como principal produto industrial o suco de caju. Como
0 aproveitamento do pedunculo do caju é estimado em apenas 12% de sua producéo,
subproduto do processo de extracdo do suco de caju (NINFALI et al., 2005), o
aproveitamento do pedunculo é extremamente interessante, pois estes constituem uma
fonte de compostos de alto valor agregado em razdo de suas propriedades funcionais em
alimentos (AJAIKUMAR et al., 2005). Na composi¢do quimica do pedunculo do caju,
podem ser destacados carotenoides, acido ascorbico e compostos fenolicos (BLOIS,
1958). Segundo Ajaikumar et al., (2005) a presenca destes compostos em alimentos,
como frutas e vegetais, tem sido associada a baixa incidéncia de doencas degenerativas,
como cancer e doencas do coracdo, e aumento da resisténcia imunoldgica. Estes
compostos possuem acdo antioxidante, auxiliando na protecdo do organismo humano
contra o estresse oxidativo (NINFALI et al., 2005). Além disso, retardam o processo
oxidativo, aumentando a vida de prateleira dos alimentos (HSIEH et al., 2005).

O caju (Anacardium occidentale L.) é um fruto tipico do Nordeste brasileiro e
cada vez mais o seu cultivo adquire maior importancia socioecondmica (CARDOSO et
al., 1999). Do total produzido anualmente na regido Nordeste, 15% €é aproveitado para a

fabricacdo do suco. O restante é destinado a producdo da castanha de caju. Pesquisas
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envolvendo compostos antioxidantes oriundos de fontes naturais tém sido desenvolvidas
em diferentes centros de estudos devido a sua importancia na prevencdo do
desencadeamento das reagdes oxidativas, tanto nos alimentos como no organismo animal.
Os antioxidantes podem agir retardando ou prevenindo a oxidagédo do substrato envolvido
nos processos oxidativos impedindo a formacao de radicais livres (HALLIWEL et al.,
1995).

Frutas e outros vegetais contém substancias antioxidantes distintas, cujas
atividades tém sido bem comprovadas nos ultimos anos. A presenca de compostos
fendlicos, tais como flavondides, acidos fendlicos, antocianinas, além dos ja conhecidos;
vitaminas C, E e carotendides contribuem para os efeitos benéficos destes alimentos
(AJAIKUMAR et al., 2005; SILVA et al., 2004). Somando-se a isto, estudos tém
demonstrado que polifendis naturais possuem efeitos significativos na reducgéo do cancer,
e evidéncias epidemioldgicas demonstram correlacdo inversa entre doencas
cardiovasculares e consumo de alimentos fonte de substancias fendlicas, possivelmente
por suas propriedades antioxidantes (KARAKAYA, 2004; NINFALI et al., 2005). No
grande grupo dos compostos fendlicos, os flavonoides e os acidos fendlicos séo os que
mais se destacam e, sdo considerados o0s antioxidantes fenolicos mais comuns de fontes
naturais. Estas substancias apresentam-se amplamente distribuidas no reino vegetal;
sendo, desta maneira, encontradas em todas as frutas e outros vegetais (KARAKAYA,
2004).

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 OBTENCAO DOS CLONES

Os pedunculos estudados neste trabalho foram provenientes de clones comerciais
de cajueiro ando precoce, os quais foram desenvolvidos pela Embrapa Agroindustria
Tropical localizada em Fortaleza, CE. Foram utilizados os clones, CCP 06, CCP 76, BRS

189 e BRS 226 de Cajueiro-ando precoce (Anacardium occidentale L.).

2.2 OBTENCAO DA FARINHA DO PEDUNCULO DE CAJU
O pedunculo foi cortado em tiras e liofilizado, para total retirada da agua, apds o

pedunculo foi macerado e obtida uma farinha.
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2.3 PREPARACAO DO EXTRATO ALCOOLICO
O extrato alcoolico da farinha dos pedunculos foi preparado em sohxlet por 4

horas, a partir de 10 g da amostra em 150 mL de etanol, preparado.

2.4 TESTES FITOQUIMICOS

A preparacdo dos testes fitoquimicos foi realizada baseando-se na metodologia
proposta por Matos (1977), idealizador das Farmécias Vivas.

A caracterizacdo dos principais grupos de substancias vegetais de interesse foi
realizada por meio de reagdes que resultavam no desenvolvimento de coloragdo (mudanca
de cor) e/ou formacdo de precipitado caracteristico. Os testes fitoquimicos foram
realizados para verificar a presenca de diversas classes de compostos referidos para 0s
clones estudados: fendis, taninos hidrolisaveis, taninos condensados, alcaloides, flavonas,
flavondis, xantonas, flavononois, leucoantocianidinas, catequinas, e flavononas. Os
clones utilizados foram CCP 76 e 06 e BRS 226, todos para plantio em sequeiro e o clone

BRS 189 para plantio em irrigado.

2.5 DETERMINACAO DO TEOR DE FENOIS TOTAIS

A determinacéo do teor de fendis totais presentes nas amostras de extrato etandlico
das espécies estudadas foi feita por meio de espectroscopia na regido do visivel utilizando
o reagente de Folin—Ciocalteu (SOUSA et al., 2007).

Em um tubo de ensaio foram pesados 500 mg de amostra, adicionados a 10 mL
de metanol 80%. Transferido quantitativamente para um baldo volumétrico de 50 mL e o
volume final foi completado com metanol. Uma aliquota de 7,5 mL desta solugédo foi
transferida para um baldo volumétrico de 50 mL; esta segunda solucéo teve seu volume
acertado novamente com metanol. Uma aliquota de 100 pL desta ultima solucdo foi
agitada com 500 pL do reagente de Folin-Ciocalteu e 6 mL de agua destilada por 1 min;
passado este tempo 2 mL de Na2COs a 15% foram adicionados a mistura e agitada por 30
s. Finalmente, a solucao teve seu volume acertado para 10 mL com agua destilada. Apos
2 h, a absorbancia das amostras foi medida a 750 nm utilizando-se cubetas de vidro, tendo
como “branco” o metanol e todos os reagentes, menos o extrato. O teor de fendis totais
(FT) foi determinado por interpolacdo da absorbancia das amostras contra uma curva de
calibracdo construida com padrdes de acido galico (10 a 350 pg/mL) e expressos como

mg de EAG (equivalentes de acido galico) por g de extrato.
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2.6 METODOS PARA AVALIAQAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
2.6.1 Método DPPH

A atividade de capturar o radical livre pelos clones foi analisada utilizando o 2,2-
difenil-1-picril-hidrazila (DPPH).

Inicialmente prepara-se uma solucdo-mée resultante da diluicdo de 20 mg da
amostra em 2 mL de etanol, assim obtém-se a solucdo cuja concentracdo corresponde a
10.000 ppm. A partir de entdo sdo feitas novas diluigdes com concentracgdes de 5.000,
1.000, 500, 100, 50, 10,5 e 1 ppm.

Depois de feita as solugdes, cada uma das concentragfes foram obtidas em
triplicata. Para isto, colocou-se em cada tubo de ensaio 3,9 mL de DPPH e 0,1 mL da
amostra (100uL). E no branco apenas 3,9 mL de DPPH.

Apos descanso a temperatura ambiente por 60 min, efetuou-se a leitura em
espectrofotobmetro a 515 nm. Os resultados foram expressos em valores de ICso
(mg/100g), que representa a concentragdo do material necessaria para capturar 50% do
radical.

2.6.2 Método ABTS

Segundo Re et al., (1999) adaptada por Nenadis et al., (2004), a estimagdo da
Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox (CAET) utiliza a metodologia do radical
ABTS**. No qual, a solucdo do radical ABTS** foi preparada a partir da reacdo de 5 mL
de uma solucédo aquosa 7mM de ABTS (20 mg de ABTS para 5,2 mL &gua destilada) e
88 uL de uma solucdo aquosa 140 mM de persulfato de potassio (K2S,0g), 378 mg de
persulfato para 10 mL de &gua destilada. Apds estocagem dessa mistura, no escuro, por
16 h, a solucéo do cétion radical foi diluida em etanol até uma absorbancia de 734 nm. A
partir dai, obtém-se o radical que serd utilizado nessa analise. Utilizou-se diferentes
concentragdes dos extratos (30 uL) misturados com 3 mL da solugéo obtida do radical.
Apd6s um periodo de 6 minutos, foi efetuada uma leitura em espectrofotémetro a 734 nm,
e 0s resultados foram expressos em equivalente a 1mM do Trolox (analogo da vitamina
E, soltvel em agua), a partir de uma curva de calibracdo e os resultados expressos em
mg/100g.

A curva gerada pela inibi¢do da absorbancia é calculada, sendo que os resultados
sdo interpolados na curva padrdo de calibracdo e expressos em atividade antioxidante
equivalente a 1uM de Trolox (TEAC) (ALVES et al., 2006).
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2.7 PROTEINAS

As proteinas foram quantificadas pelo método de Bradford (1976). Esse método
caracteriza-se por ser calorimétrico, direto, rapido e sem necessidade de um tempo critico
para o ensaio, indicado para a deteccdo e quantificacdo de proteinas solubilizadas em
meios sem detergentes.

Dissolveu-se 100 mg de Coomassie Brilliant Blue G-250 em 50 ml de etanol 95%.
Em seguida adicionou-se 100 ml de éacido fosférico 85% e o volume foi aferido até
completar 1 litro.

Leu-se a absorbéancia a 595 nm. Como controle, foi utilizado uma curva padrao

usando Vérias concentragdes de BSA [1 pg/ml-500 pg/ml].

2.8 DETERMINACAO DO TEOR DE FITOESTEROIS

Para determinacdo do teor de fitoesteroides utilizou-se o teste enzimatico,
comumente utilizado para determinacéo do colesterol. Seguiu-se a metodologia de Searcy
& Bergquist (1960), onde inicialmente procede-se a uma saponificacdo dos lipideos -
pesar 500 mg da amostra em um tubo de ensaio de 30 cm, adicionar 10 mL de solucdo de
KOH 12% em etanol 90%, tampar o tubo e aquecer em banho-maria por 15 minutos a
80°C. A seguir faz-se a extracdo da matéria insaponificavel — adicionar 5 mL de agua
destilada, esfriar e colocar 10 mL de hexano e transferir a mistura para um funil de
separacdo. Para o desenvolvimento da reacao de cor, tomar 5 mL do hexano do funil de
separacdo em um tubo de ensaio, evaporar o solvente em banho-maria a 55°C, adicionar
a0 tubo de ensaio 6 mL de acido acético saturado com FeSQOs, colocar 2 mL de &cido
sulfurico concentrado, resfriar a 20°C e apds 10 minutos ler no espectrofotémetro (Spekol

1100, Carlzeiss Tecnology) a um comprimento de onda de 490 nm.

2.9 LIPIDIOS TOTAIS

A extracdo dos lipideos totais foi feita segundo o método de Bligh & Dyer (1967),
a partir de 10 g da farinha do pedinculo em aparelho de soxhlet com cloroférmio por 4
horas. O cloroformio presente nas duas extracoes foi evaporado, foram redissolvidos em
2 mL de cloroférmio e armazenados em — 30 °C. O teor de lipideos totais foi medido por

diferenca de peso.
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2.10 TOXICIDADE

O ensaio de letalidade permite a avaliacdo da toxicidade geral e, portanto, é
considerado essencial como bioensaio preliminar no estudo de compostos com potencial
atividade bioldgica. Um dos animais que tem sido utilizado nestes bioensaios é uma
espécie de crustaceo marinho, Artemia salina Leach. Valores abaixo de 1000 ppm para a
CLso sdo considerados agentes bioldégicos em potencial. O meio para o cultivo das larvas
de Artemia salina foi &gua do mar artificial.

Para efeito de consumo do peddnculo, foi avaliado neste trabalho toxicidade do
extrato alcodlico de trés clones comerciais de caju. Os clones utilizados foram CP 76 e
06, ambos para plantio em sequeiro e o clone BRS 189 para plantio em irrigado. Primeiro
0 pedinculo foi cortado em tiras e liofilizado, para total retirada da &gua, apdés o
peddnculo foi macerado e obtida uma farinha. O extrato alcodlico foi preparado pesando
10 g da amostra para 150 mL de etanol, preparado em soxhlet por 4 horas.

Para ecloséo dos cistos foi utilizada uma caixa contendo divisoria, de maneira que
apenas um dos lados ficasse iluminado para permitir, por fototropismo, a migracao das
larvas. Para avaliagdo da sua toxicidade foram pesados 20 mg de cada composto e
dissolvidos em 2 mL de solvente apropriado e dessa solugdo, amostras de 0,5, 5, 50 e 500
uL foram transferidas, em triplicata, para frascos de 5mL. ApoOs a remocdo total do
solvente, uma aliquota de 5 mL de &gua do mar foi adicionada em cada um dos frascos,
resultando em concentragdes de finais de 1, 10, 100 e 1000 pug mL™, respectivamente.
Larvas do tipo nauplii de Artemia salina Leach (10 por frasco) foram adicionadas e ap0s
24 h de contado, os sobreviventes foram contados. Os dados foram analisados atraves do
método de Probit e expressos como CLso. A utilizacdo de DMSO facilitou a solubilizagdo
dos compostos na agua de mar e, o bioensaio controle, indicou que as larvas nao foram

afetadas pelo solvente empregado.

3 RESULTADOS
A tabela 1 apresenta os testes fitoquimicos, onde os metabolitos secundarios

presentes nos extratos, foram identificados.
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TABELA 1 — Perfil Fitoquimico de Pedunculos de Clones de Caju

AMOSTRA BRS 189 BRS 226 CCP 06 CCP 76
FENOIS * * * *
TANINOS VERDE VERDE AZUL AZUL
ANTOCIANINAS *
FLAVONOIDES
FLAVONOIS
FLAVONONAS
FLAVONONOIS
XANTONAS
ESTEROIS
TRITERPENOIDES

* Valores ndo observados

Verde = Taninos Flabofénicos
Azul = Taninos Pirogalicos

+ F 4+ 4+ 4+ 4+ + 4+
+ F 4+ 4+ + + +

+ 4+ 4+ + 4+ + %
+ %+ 4+ + + + +

3.1 FENOIS TOTAIS

Visto por Soong & Barlow (2004) que o contetdo de fendis totais esta diretamente
relacionado com a atividade antioxidante. Portanto maior quantidade de fenois melhor
atividade antioxidante. Entdo nossos resultados encontram-se dentro do padréo esperado,
o clone CP 76 que apresentou a maior quantidade de fendis, também se apresentou melhor

antioxidante.

3.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante dos extratos alcoolicos foi avaliada pelo ensaio do radical
livre DPPH e ABTS"". O percentual de varredura do radical DPPH na concentracdo de
10.000 ppm para os extratos de pedunculo dos clones analisados foi baixa, relativo ao
conteddo fendlico (Tabela 02). O percentual de varredura do radical DPPH na
concentracdo de 10.000 ppm para 0s extratos da castanha dos clones analisados foi de 49

% e 16,01 %, respectivamente.
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TABELA 2 — Potencial Antioxidante e Fendis Totais

CLONES FENOIS TOTAIS | IV s IV 50
(mg/100g) DPPH ABTS
(ppm) (ppm)
CP 06 158,4 13,598 141
CP 76 356,2 6,201 156
BRS 226 83,95 9,090 -
BRS 189 80,0 18,939 184

3.3 PROTEINAS

O contetdo protéico dos clones analisados evidenciou uma média de 22% de
proteinas (Tabela 03), valores ndo muito distantes foram encontrados por Venkatachalam
& Sathe (2006) em analise com varias améndoas, entre elas a castanha de caju (18,81%)
e castanha do Para (13,31%). Valores mais precisos foram encontrados por Maia et al.,
(1971) trabalhando com castanhas de caju de varias localidades do Ceara, encontraram

uma media de 21% de proteinas para os analiticos.

3.4 FITOESTEROIS

Em relacdo aos fitoesterois presente no pedunculo dos clones analisados, a
quantidade dessas substancias € muito pequena, em quantidades maiores, elas estdo
presentes nas améndoas, como a castanha (CHUNHIENG et al., 2004). Visto que esses
esterdis estdo presentes em maior quantidade em animais, como o colesterol. Apesar da
similaridade, as células vegetais produzem quantidades negligenciaveis deste composto
ou ndo o produzem, tendo como substitutos varios tipos de fitoesterdis (MOREAU et al.,
2002).

3.5 LIPIDIOS TOTAIS

O percentual de lipidios desses clones de castanha de caju estdo dentro do
esperado, ja que a améndoa é uma semente oleaginosa (tabela 03) valores semelhantes
foram encontrados por Venkatachalam & Sathe (2006). Lima (2004) observou que o
percentual de lipidios totais na castanha é de 46,64%, percetual semelhante obtido por

Oliveira (2001) em estudo do clone CP 06 de cajueiro anao.
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TABELA 3 - Teor de Proteinas, Lipidios e Fitoesterois

CLONES PROTEINAS % LIPIDIOS FITOESTEROIS
ppm 100g/amostra ppm
(100mg/colesterol)
CP 06 17 49,99 2,25
CP 76 93 4,99 4,28
BRS 226 301 49,99 2,48
BRS 189 228 49,96 2,77

3.6 TOXICIDADE

Nos resultados obtidos, verificamos que o pedinculo ndo oferece toxicidade nas

concentracdes avaliadas 1 — 10.000 ppm (Tabela 04). Visto que na literatura a uma

concentracdo de 100 ppm, a planta ja pode ser considerada tdxica, pelo resultado

encontrado para os clones de caju, parte utilizada peddnculo, s6 o clone 06 apresentou

mortalidade de 60% das artemias na maior concentragdo avaliada que foi de 10.000 ppm.

Concluimos que o peddnculo de caju por ndo apresentar toxicidade e por ser uma fruta

rica em vitaminas e ferro, pode ser utilizado na fabricagdo de alimentos como sucos,

doces, geléias, fermentados, bolos e tortas ou consumido in natura sem restri¢cées na dieta

alimentar.

TABELA 4 - Toxicidade frente a Artemia salina

AV
ppm

141

156

184

Concentracao/clones | N° de larvas | % CLso
ppm n=10 mortalidade | pg/mL
10000 6 40 8,33
1000 10 0
100 10 0
10 10 0
1 10 0
ccpe
10000 9 10 18
1000 10 0
100 10 0
10 10 0
1 10 0
BRS18 | | | |
10000 9 10 18
1000 10 0
100 10 0
10 10 0
1 10 0
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4 CONCLUSAO

Os pedlnculos dos clones comerciais de cajueiro ando-precoce estudados
mostraram possuir boa qualidade, de acordo com os atributos avaliados, apresentando
fontes de pigmentos, como antocianinas para 0s pedunculos de coloragdo mais
avermelhada, fontes de compostos fendlicos e agentes antioxidantes.

Os pedunculos que mais se destacaram foram dos clones BRS 189 e CCP 76. Os
pedinculos destacaram-se tanto para a industrializagdo como para 0 consumo in natura,
por apresentar boas caracteristicas fisicas, como coloracdo atrativa, além do BRS 189 ser
uma boa fonte de compostos bioativos, como vitamina C, antocianinas e carotendides e
do CCP 76 possuir um bom rendimento industrial, por possuir maior peso do pedunculo.
Os clones CCP 06 e BRS 226 destacaram-se, principalmente, para industrializacéo, por
ser também uma boa fonte de vitamina C, sendo indicado para inclusdo na alimentacdo

como fator de protecéo de saude.
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