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RESUMO

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) planta pertencente a familia Anacardiaceae, é uma
arvore popular na América do Sul, tendo seu principal endemismo encontrado nas regides
Norte e Nordeste do Brasil, representando para essa tltima, grande importancia econdmica,
sendo responsdvel pela geracdo de emprego, renda e impostos, em decorréncia dos produtos
industrializados. A goma de cajueiro pode ser obtida naturalmente ou por incisdes no tronco e
ramos da drvore apresentando-se como resina de coloragdo amarelada e solivel em dgua. As
gomas representam uma das mais abundantes matérias-primas existentes, sdo substincias
translicidas e amorfas, frequentemente produzidas por plantas superiores como protecdao
depois de uma agressdo. Em virtude destas caracteristicas passam a ter um notavel significado
como produto natural nos dltimos tempos. Além de possuir uma vasta utilizag@o industrial, na
medicina popular a goma do cajueiro apresenta também vastas aplicagdes, tais como anti-
inflamatdria, cicatrizante de feridas, anti-séptica, antidiabética, inibidor da enzima
acetilcolinesterase e antimicrobiana. Nesse sentido, o trabalho desenvolvido teve por objetivo
extrair e purificar a goma do cajueiro para posterior caracterizacdo do seu potencial
antimicrobiano. O polissacarideo foi obtido através da extragdo e purificacdo de exsudatos do
caule do cajueiro. A caracterizacdo do seu potencial antimicrobiano foi feito por meio da
observacdo seu comportamento frente as cepas de microrganismos submetidas a analise,
sendo elas: bactérias Escherichia coli (Gram-negativa); Staphylococcus aureus (Gram-
positiva) e os fungos Candida albicans (leveduriforme) e Aspergillus niger (Filamentoso).
Para nenhum dos microrganismos testados as amostras apresentaram atividade antimicrobiana
sendo evidenciada pela auséncia da formacao do halo de inibi¢do. Esses resultados convergem
para ndo indicacido da goma do cajueiro para a utilizacdo da mesma ou de seus ativos como
medicamento alternativo contra infec¢cdoes microbianas.

Palavras-chave: Goma; Goma do cajueiro; Resina.



ABSTRACT

The cashew tree (Anacardium occidentale L.), included in the family Anacardiaceae, is a
popular tree in South America, having its main endemism found in the North and Northeast
regions of Brazil, representing to the latter great economic importance, being responsible for
the generation of Employment, income and taxes, as a result of industrialized products.
Cashew gum can be obtained naturally or by incisions without trunk and branches of the
Presentations - such as the yellowish coloring resin and soluble in water. Gums represent one
of the most abundant raw materials, are essential, are essential and are amorphous, best sold
by higher plants as protection after an aggression. By virtue of these characteristics it have
come to have a remarkable significance as a natural product in recent times. In addition to
having this vast industrial use, exudate (cashew gum) in the folk medicine also has wide
applications, such as anti-inflammatory, wound healing, antiseptic, antidiabetic,
acetylcholinesterase and antimicrobial enzyme inhibitor. The objective of the work was to
extract and purify the cashew gum for later characterization of its antimicrobial potential. The
polysaccharide was obtained by extraction and purification of exudates from the cashew tree
stem. The characterization of its antimicrobial potential was made through the observation of
its behavior against the strains of microorganisms submitted to analysis, being: bacteria
Escherichia coli (Gram-negative); Staphylococcus aureus (Gram-positive) and the fungi
Candida albicans (yeast) and Aspergillus niger (Filamentous). None of the microorganisms
tested the samples showed antimicrobial activity being evidenced by the absence of inhibition
halo formation. These results converge to not indicate the cashew gum for the use of the same
or its assets as an alternative medicine against microbial infections.

Key Words: Gum; Cashew gum; Resin.
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1 INTRODUCAO

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) planta pertencente a familia Anacardiaceae,
havendo mais 12 espécies relacionadas ao género Anacardium, também conhecido por
acajuba, acajaiba, caju-manso, cacaju, oacaju e anacardo € uma drvore popular na América do
Sul, tendo seu principal endemismo encontrado nas regides Norte e Nordeste do Brasil,
representando para essa ultima, grande importincia econdmica, sendo responsivel pela
geracdo de emprego, renda e impostos, em decorréncia dos produtos industrializados oriundos
do seu fruto e pseudofruto, principalmente para os Estados do Ceard, Piaui e Rio Grande do
Norte (SARUBBO et al., 2007; CUNHA et al., 2013)

O exsudato (resina do cajueiro) vem tomando grande impulso por multiplas e
lucrativas possibilidades de industrializagdo (PAULA, RODRIGUES, 1995; MENESTRINA
et al., 1998), tendo potencial de uso para as industrias farmacé€utica, cosmética e alimenticia,
representando um uso alternativo e ndo-convencional, aos produtos normalmente empregados
por esses seguimentos industriais. Pode ser encontrada no tronco e galhos do cajueiro,
apresentando-se de cor amarelada e soluvel em dgua (MIRANDA, 2009).

As gomas naturais representam uma das mais abundantes matérias-primas existentes.
Quimicamente sdo polissacarideos compostos de multiplas unidades de agucares, interligados
por ligacdes glicosidicas, para formar um polimero de cadeia longa e alto peso molecular
(RANA et al., 2011) e por essas caracteristicas sdo soliveis parcial ou totalmente em 4gua e
conseguentemente insoliveis em solventes apolares.

Gomas s@o substancias incolores, inodoras, insipidas e ndo téxicas, frequentemente
produzidas por plantas superiores como protecdo depois de uma agressio (FOOD
INGREDIENTS BRASIL, 2011). Em virtude destas caracteristicas passam a ter um notdvel
significado como produto natural nos tltimos tempos.

A goma do cajueiro € um polissacarideo complexo contendo galactose, arabinose,
ramnose, glicose, dcido urdnico e outros residuos de acticares (GOWTHAMARAJAN et al.,
2011). A concentragdo destes constituintes pode variar de acordo com a época do ano, além
dos fatores sazonais aos quais a planta esta sujeita no momento da extracdo. Esta goma tem
recebido grande aten¢do dos pesquisadores por ter propriedades semelhantes a goma ardbica
em relagdo ao peso molecular, teor de 4cido urb6nico e mesmo tipo de unidades
monossacaridicas (PAULA et al., 2011)

Atualmente um vasto leque de seguimentos industriais vem mostrando interesse nas

gomas, em especial na goma do cajueiro, ndo sé por ter custo mais baixo, mas também pelo
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seu potencial em inumeras utilidades comerciais. Atualmente, seu maior uso tem sido na
inddstria farmacéutica, participando na fabricacdo de capsulas e comprimidos (LIMA et al.,
2001).

Dessa forma, além de possuir essa vasta utilizacao industrial, na medicina popular o
exsudato (resina do cajueiro) apresenta também vastas aplicacdes, que serdo abordadas no
decorrer deste trabalho.

O Brasil é o pais de maior biodiversidade do planeta que, associada a uma rica
diversidade étnica e cultural detentora de valioso conhecimento tradicional associado ao uso
de plantas medicinais, tem o potencial necessdrio para desenvolvimento de pesquisas que
resultem em tecnologias e terapéuticas apropriadas (YUNES, PEDROSA e CECHINEL
FILHO, 2001; BAPTISTAI DE SOUSA BRITTOI, 2008).

Muito se tem pesquisado em relacdo as plantas medicinais e seu uso terapéutico. Estes
nimeros estdo crescendo ainda mais e € nesse sentido que a pesquisa de plantas medicinais
com atividade antimicrobiana vem a contribuir de modo essencial para a obtencdo adequada
de dados cientificos, que até entdo estdo apenas relatadas com base no conhecimento popular,
que possam concretizar terapéuticas alternativas validas para que possam ser implantadas nos
sistemas publicos de sauide, tendo assim a aceitacdo da comunidade cientifica. Nesse contexto,
o presente trabalho se propde a extrair e purificar a goma do cajueiro para posterior

caracterizacdo do seu potencial antimicrobiano.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o potencial antimicrobiano da goma de cajueiro (Anacardium occidentale

L.) a partir da sua extracdo quimicamente pura e homogénea.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Coletar o exsudato (resina) do cajueiro;

v’ Extrair e purificar a goma do cajueiro (polimero do cajueiro), obtendo um produto
final com aspecto de um p6 branco, amorfo, fino e seco;

v’ Caracterizar o potencial antimicrobiano da goma do cajueiro observando seu
comportamento frente as cepas de microrganismos submetidas a analise, sendo elas:
bactérias Escherichia coli (Gram-negativa); Staphylococcus aureus (Gram-positiva) e

os fungos Candida albicans (leveduriforme) e Aspergillus niger (Filamentoso).
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Polissacarideos

Os polissacarideos sdo abundantes na natureza e sdo universalmente encontrados em
quase todos os organismos vivos, podem ser constituidos de um tnico ou de diferentes tipos
de monossacarideos. Sdo classificados dependendo de sua origem em dois grupos, os naturais
e os semi-sintéticos. Os polissacarideos naturais podem ser obtidos de exsudatos de arvores,
algas, sementes, fungos, matérias-primas vegetais fibrosas e por fermentacdo microbioldgica.
Os polissacarideos semi-sintéticos sdo obtidos por modificagdes quimicas ou enzimadticas de
macromoléculas polissacaridicas (CALICETI, SALMASO e BERSANI, 2010).

Quimicamente, os polissacarideos podem ser definidos como polimeros de alta massa
molecular, formados de unidades repetitivas denominadas monossacarideos, unidos por
ligacOes glicosidicas. Além disso, podem ser homopolissacarideos ou heteropolissacarideos,
dependendo de seus componentes monossacaridicos, os homopolissacarideos consistem de
unidades repetidas de alguns monossacarideos, enquanto que os heteropolissacarideos sdo
compostos de diferentes tipos de monossacarideos (GARNA et al., 2011). Podemos citar
como exemplos de homo e heteropolissacarideos, respectivamente, Celulose e goma do
cajueiro (CUNHA, DE PAULA e FEITOSA, 2009).

Podem ainda ser classificados como lineares ou ramificados, onde, os ramificados sao
subdivididos em dois tipos, os que possuem um sé substituinte na cadeia principal ou os que
sdo altamente ramificados (DANISHEFKY, WHISTLER e BETTELHEIM, 1970). Estruturas
altamente ramificadas sdo caracteristicas dos polissacarideos exsudatos (ZONG, CAO e
WANG, 2012).

Polissacarideos de exsudatos sdo produzidos como mecanismo de defesa das plantas
contra o estresse causado por injurias fisicas ou ataque microbiano. Esses polissacarideos sao
heteropolissacarideos complexos, ramificados e polidispersos (STEPHEN, PHILLIPS e
WILLIAMS, 2006).

Polissacarideos exsudatos de algumas drvores brasileiras, em especial nativas do
Nordeste, ja foram estudados. Dentre elas a do cajueiro (Anacardium occidentale L.) —

(Figura 1) (CUNHA, DE PAULA e FEITOSA, 2009).
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FIGURA 1: Fotografia do cajueiro (Anacardium occidentale L.),

localizado no municipio de Cuité — PB

FONTE — Arquivo do autor

O Brasil por apresentar uma grande biodiversidade oferece aos pesquisadores um
amplo campo de pesquisa desta matéria prima, portando-se como uma drea promissora
(PAULA et al., 2011). O uso desse biomaterial € vantajoso, uma vez que tais substincias
apresentam livre administragdo, simplicidade de operacdo e diminui os custos dos produtos
(SHIGEMASA e MINAME, 1995), apresentando aplicacdes no ramo das industrias quimica e
farmacéutica (GERESH, DAWADI e ARAD, 2000)

3.2 Gomas

As gomas sado polissacarideos produzidos pelas células epiteliais das plantas quando o
cortex € agredido por injuria fisica ou ataque microbiano. Em outros casos a producdo da
goma exsudada € um mecanismo de defesa destas plantas que crescem em &reas semidridas
(ANDRADE et al., 2013). Consistem em multiplas unidades de acgucares, interligados por
ligacOes glicosidicas, para formar um polimero com longa cadeia e alta massa molecular
(RANA et al., 2011).

Algumas gomas ainda possuem proteinas (JONES, SMITH, 1949) e enzimas como

oxidases (peroxidades e polifenoloxidases) e quitinases, envolvidas na resposta do vegetal a
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infeccdo por patégenos (MARQUES, XAVIER-FILHO, 1991). A presenca desses compostos
fendlicos também pode ser evidenciada como participantes do mecanismo de defesa
antioxidante (JONES, SMITH, 1949).

As gomas sdo substincias inodoras, insipidas, ndo téxicas, amorfas, com propriedades
coloidais, com funcdes espessantes, gelificantes, emulsificantes, estabilizantes e aglutinantes
(TOWLE & WHISTLER, 1973).

O termo “goma” ¢ usado para descrever um grupo de polissacarideos que ocorre
naturalmente e vem sendo difundido em aplicacdes industriais devido a sua capacidade de
formar gel, tornar as solugdes mais viscosas ou estabilizar sistemas de emulsdes
(MARTINETTT et al., 2014).

O interesse em gomas exsudadas de plantas vem crescendo consideravelmente devido
as suas propriedades estruturais e as suas funcdes em produtos alimentares, farmacéuticos,
cosméticos e biomédicos (RENARD et al., 2006). Além do potencial industrial e econdmico,
alguns estudos sugerem que os polissacarideos das gomas poderiam ser utilizados com
diversas finalidades, por exemplo, a atividade anti-hipertensiva e cicatrizante as quais foram
descritas para os constituintes presentes na goma do cajueiro (CARVALHO, 2007;

MAZZETTO, LOMONACO e MELE, 2009).

3.3 Goma do Cajueiro

A goma de cajueiro — (Figura 2) é um exsudado da espécie Anacardiaceae, originaria
do nordeste do Brasil (TORQUATO et al., 2004). Pode ser obtida naturalmente ou por
incisdes no tronco e ramos da arvore apresentando-se como resina de coloragdo amarelada e

solivel em dgua (RODRIGUES, PAULA e COSTA, 1993; MENESTRINA et al., 1998).
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1

FIGURA 2: Exsudato do cajueiro (Anacardium occidentale L.)

FONTE - Arquivo do autor

A goma produzida pelo tronco do cajueiro € considerada um polissacarideo complexo,
composto por ramnose, arabinose, xilose, galactose, glicose, 4cido glucurdnico, galacturénico
e anacardico, que podem estar associados a sua atividade antimicrobiana (MARQUES et al.,
1992) além de residuos de acucar (LIMA et al., 2002). Esse polissacarideo forma uma solucao
de baixa viscosidade e é precipitado por solventes organicos polares como o etanol (ARAUJO
et al., 2012).

Estudos realizados abrangendo drvores provenientes de paises como India, Nova
Guiné e também drvores origindrias de dois estados brasileiros (Ceard e Piauf), comprovam
que a porcentagem de monossacarideos pode variar de acordo com a idade da arvore,
localizacdo geografica, a sazonalidade a qual a planta é submetida, a época de extracdo e o
tempo de exsudacdo (SARUBBO et al., 2007; SILVA et al., 2010; ARAUJO et al., 2012). De
acordo com Pessoa e Bandeira (1993) a época do ano de agosto a janeiro apresenta-se como
de mais exsudacdo. A tabela 1 mostra essa variacdo da composic@o nas diferentes origens,

comparando dois estudos realizados.
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TABELA 1: Composi¢do % do polissacarideo (goma) do cajueiro Anacardium occidentale L

% DE MONOSSACARIDIOS

AC.
GALACTOSE ~GLICOSE ARABINOSE RAMNOSE MANOSE XILOSE o oo
BRASIL 73 11 5 4 1 - 6 RODRIGUES
PAPUA/NOVA etal 1993
GUINE 63 9 15 7 1 - 5
INDIA 61 8 14 7 2 2 6
VENEZUELA . . . . . . .
BRASIL 73 11 5 4 1 - -
BUDD.
S L 63 9 15 7 1 - 45 PAULA E
Ll HEATLEY
INDILA 61 8 14 7 2 2 43 100s
VENEZUELA 49 . 31 7 4 1 -

FONTE — Adaptado de RODRIGUES et al. 1993; BUDD, PAULA E HEATLEY, 1998.

A goma do cajueiro apresenta uma grande possibilidade de producdo comercial. A
area cultivada com cajueiro, segundo o IBGE, em 2006 era de 710.404 hectares. A producdo
média de goma/planta/ano € de 700 g (BANDEIRA, 1991), essa quantidade pode ainda ser
aumentada em casos de injuria na planta. Tomando em consideracdo que o adensamento
médio € de 100 plantas/hectare a possibilidade de produgcdo da goma/ano seria de 50.000
toneladas, quantidade muito superior a importada de goma ardbica, por exemplo, em 2008
(6.700 toneladas). Seria uma forma de agregar valor a cajucultura, desde que existisse

mercado para a goma (CUNHA, DE PAULA e FEITOSA, 2009).

3.4 Importancia das gomas

A goma do cajueiro vem tomando grande impulso por multiplas e lucrativas
possibilidades de industrializacdo (PAULA, RODRIGUES, 1995; MENESTRINA et al.,
1998), tendo potencial de uso para as industrias farmacéutica, cosmética e alimenticia,
representando um uso alternativo e ndo-convencional.

Atualmente um vasto leque de seguimentos industriais vem mostrando interesse nas
gomas, em especial na goma do cajueiro, ndo s6 por ter custo mais baixo quando comparado a
goma ardbica, podendo ser utilizada como um substituto para esta goma (MOTHE, RAO,
2000; ANDRADE et al., 2013), mas também pelo seu potencial em inimeras utilidades
comerciais, tais como: fabricacdo de cola para papel, estabilizacdo da espuma da cerveja,
clarificacdo de sucos, conservacdao do sabor nos alimentos industrializados e retardo no

descongelamento, afim de evitar a formacao de cristais de agticar. Atualmente, seu maior uso
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tem sido na industria farmacéutica, participando na fabricacdo de cédpsulas e comprimidos,
agindo como aglutinante de seus componentes (LIMA et al., 2001).

Dessa forma, além de possuir essa vasta utilizacao industrial, na medicina popular o
exsudato (goma do cajueiro) apresenta também vastas aplicagdes, tais como antiinflamatéria
(OLAJIDE et al.,, 2004), cicatrizante de feridas (GUARIM NETO, 1987), anti-séptica
(LORENZI E MATOS, 2002), antidiabética (BARBOSA-FILHO et al., 2005), inibidor da
enzima acetilcolinesterase (BARBOSA-FILHO et al., 2006) e antimicrobiana (MELO et al.,
2006).

3.5 A¢do antimicrobiana das gomas

O uso das plantas medicinais vem dos primordios da humanidade. No Brasil o registro
deste uso data do século XVI, quando Gabriel Soares de Souza autor do Tratado Descritivo do
Brasil de 1587, denominava os produtos medicinais utilizados pelos indios de “as arvores e
ervas da virtude”. O Brasil € o pais de maior biodiversidade do planeta que, associada a uma
rica diversidade étnica e cultural detentora de valioso conhecimento tradicional associado ao
uso de plantas medicinais, tem o potencial necessdrio para desenvolvimento de pesquisas que
resultem em tecnologias e terapéuticas apropriadas (YUNES, PEDROSA e CECHINEL
FILHO, 2001; BAPTISTAI DE SOUSA BRITTOI, 2008).

De acordo com Marques et al (1992), que realizaram estudos com o exsudato do
cajueiro (goma), resultaram na inibicdo do crescimento de Aspergillus flavus, Aspergillus
flavides, Aspergillus occhraceus, Aspergillus chevaliere, Aspergillus candidus, Penicillium
implacatum, Penicillium sp., Colleotrichum musae, Verticillium sp., Bacillus subtilis,
Colleotrichum musae, Verticillum sp., Serratia marcescens, Staphylococcus aureus, entre
outros. Por outro lado, nos estudos realizados por Torquato et al (2004), a goma do cajueiro
apresentou fraca atividade sobre Saccharomyces cerevisiae mesmo em elevadas
concentragoes (400 a 2000pg/mL). A tabela 2 sumariza os dados relatados nos referidos

trabalhos.



TABELA 2: Atividade antimicrobiana da goma do cajueiro Anacardium occidentale L.

PARTE DA z
EPE CIE METODO

MICRORGANISMOS
INIBIDYOS

Aspergillus flmus, Aspergillus
Havides, Aspergillus

occhraceus, Aspergillus

NAOINIBIDOS

Penicillium siechii,

chevaliere, dspergillus Penicillivm implicatum,

candidus, Penicillium

Penicilliwn chridoge mum
DAD f??g?fﬂ.ﬁ‘cﬁ&i‘?j‘,. E—:'en."c."ﬂ.‘um e, Penic."ﬂr’um digitea L A MAROQUES
Colleotrichum musae, Niger, 4. sydowi, 4. etal, 1902
Ferticillivm sp, Bacillus parasiticus, Achlva sp.,
GOMA OU subtifis, Cofleafrichum pnasae, Avreobasidivm pulluans,
EXHDATO Verticillum sp, Serraria Cunigernella blaske lean
marcescens, Staphylococcus
aqureus
5 aureus, E_coli B. cereus,
. L. monocyiogenes, TORQUATO
= Saccharomycescereisios g, pnlodia theobramas,  etal, 2004
Colletotrichum sp.,

Elhuy everomyces marxiams

DAD - Difusao em agar/ técnica dos discos DC — Diluicdo em caldo

FONTE — Adaptado de SILVA, 2012.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

e Resina do cajueiro (Anacardium occidentale L.) foi obtida por exsudacdo natural de
arvores de caju;

e Acetona, Atriom, Lote 3320.0AT, Rio de Janeiro — Brasil;

e Etanol 96°GL, Vetec, Quimica Fina, Lote DCBB1331V, Rio de Janeiro — Brasil;

° Agua destilada, obtida na Central de Tratamento de Agua do CES;

e Silica Gel Impex, Lote 905008-7, Rio de Janeiro — Brasil;

e Na(Cl;

¢ NaOH;

4.2 Aparelhos e equipamentos

e Agitador mecanico, Fisatom, Modelo 713 D — Brasil;

e Balanca Analitica, Bioprecisa, Modelo FA2104N — Brasil;
e (Centrifuga, Edutec, Modelo EEQ 9004/B — Brasil;

e Dessecador, Chiarott, Modelo 280 — Brasil;

e Estufa, Biopar, Modelo S80ST — Brasil;

e pHmetro, Phtek, Modelo PHS-3B — Brasil;

e Pipetas automaticas, Digiped, Modelo 11104249 — Brasil;
e Bomba de viacuo, Modelo 132 tipo 2VC — Brasil;

e Chapa aquecedora, Solab, Modelo: SL-140/E — Brasil;

e Agitador Vortex, Phoenix-Luferco, Modelo AP 59 — Brasil;
e Faca;

e Béquer 1000ml;

e Eliemeier 250ml;

e Filtro de papel;

e Funil;

e Provetas;

e Gral e pistilo;

e Papel toalha;
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e Bico de Busen;
e Espatulas;

e Placa de Petri;

4.3 Métodos

4.3.1 Coleta do exsudato do cajueiro

As amostras do exsudato do cajueiro foram coletadas no més de maio, em uma
plantagdo de cajueiros na cidade de Cuité, Paraiba no periodo da manha.

A coleta foi realizada com o auxilio de uma faca para a separacdo do exsudato da
casca da planta. Nao foram necessdrias técnicas para estimular a producdo do exsudato, como
por exemplo, insercdes em seu tronco, uma vez que esse foi coletado no periodo de exsudagdo

natural da resina.

4.3.2 Extracdo da goma do cajueiro

Para o procedimento de extracdo e purificacdo da goma do cajueiro seguimos a
metodologia descrita por Rinaudo e Millas (1991) modificado por Rodrigues; de Paula e
Costa, 1993. Foi realizada trituracdo prévia para total separagdo entre a resina extraida do
cajueiro e os residuos da casca. Feito todo o processo de separacdo de tais interferentes da
matéria-prima foi realizada a extragdo aquosa por meio de uma solu¢do a 4% em agua
destilada a temperatura ambiente, sob agitacdo mecanica continua (3000 rpm) até completa
dissoluc@o. Apds este processo, foi realizada uma neutralizacdo (pH 7,0 — 7,5) com a adicdo
de NaOH a 1,0 N onde ap0s a corregdo do pH a solug@o passou por uma filtracdo a vacuo com
auxilio de filtro de papel e funil.

O volume do filtrado obtido foi aferido e, em seguida, adicionado etanol a 96°GL para
a obtencdo do precipitado, em uma propor¢ao de (1:3) de filtrado/etanol, deixando em
repouso por 2h para total precipitacio. A etapa seguinte teve inicio retirando-se o
sobrenadante com auxilio de pipetas automadticas, para posterior realizacdo de lavagem da
goma depositada no fundo do béquer. O procedimento de lavagem foi realizado em trés etapas
subsequentes [lavagem com solugdo de dgua/etanol (1:3), etanol 96°GL e acetona] com um

intervalo de 20 min. entre cada lavagem. Para uma melhor separagdo do sobrenadante do
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precipitado, utilizamos uma centrifuga. Para a finalizacdo do processo de extracdo da goma o

material foi colocado em dessecador por 20 h — (Figura 3).

Figura 3 — Fluxograma das etapas do processo de isolamento da goma de cajueiro

Dissolucao (4%
Trituracao H,0-Ajustede
pH)

Resina do
cajueiro

Sobrenadante . .
(Descartado) Precipitacao Filtracao

Precipitado (EtOH) (Papel filtro)
(Goma)

Lavagem Centrifugacao
Centrifugacio (EtOH/H,0; -eniriugacs

entre as lavagens
EtOH, Acetona) s

Secagem
Goma Isolada s
(Dessecador)

Fonte — Adaptado de Rodrigues; de Paula e Costa, 1993.

4.3.3 Purificacdo da goma de cajueiro

O processo de purificagdo da goma ocorreu em trés etapas partindo da goma isolada
descrita na etapa anterior. A primeira etapa consistiu-se em pulverizagdo da goma, em gral,
adicionando o pulverizado, foi feita uma solucdo a 4% em agua destilada com adi¢do de 5 g
de NaCl para cada 100 mL da solugdo, seguida de agitacdo mecanica continua por 2h a 3000
rpm. Posteriormente a solucdo foi filtrada e aferido volume, para que se tenha inicio a

precipitacdo da goma. Para a formacdo do precipitado, foi adicionado a solugcdo o etanol
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96°GL (1:3), seguida por um repouso de aproximadamente 40 minutos, retirou-se o
sobrenadante com auxilio de pipetas automadticas. Posteriormente para total precipitacdo usou-
se de uma centrifuga e o corpo de fundo (goma) segue para etapa subsequente, processo de
lavagem. A etapa consistiu em trés processos de lavagens consecutivos € com 0s respectivos
solventes: dgua/etanol (1:3), etanol e por fim acetona, com intervalos de 20 minutos. Entre
cada etapa para a total precipitacdo da goma novamente com o auxilio da centrifuga. A
finalizacdo da primeira etapa de purificacdo da goma aconteceu com a goma colocada no

dessecador por 24h — (Figura 4).

Figura 4 — Fluxograma da primeira etapa de purificacdo da goma de cajueiro.

Dissolucao (4%
Goma Isolada Trituracao H,0:5¢g
NaCl/100ml)

Sobrenadante . -
(Descartado) Precipitacao Filtracao
Precipitado (EtOH) (Papel filtro)
(Goma)

Lavagem
Centrifugacao (EtOH/H,0;
EtOH, Acetona)

Centrifugacao
entre as lavagens

Goma Purificada Secagem
(1* purificacao) (Dessecador)

Fonte — Adaptado de Rodrigues; de Paula e Costa, 1993.

Com o término da secagem da goma no dessecador, teve inicio a segunda etapa de
purificacdo em que constitui-se em um processo de purificagdo semelhante ao descrito na

figura 4. O mesmo diferiu apenas na etapa de dissolu¢do da goma em que foi feito uma
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solugdo a 3% em dgua destilada. As demais etapas foram realizadas conforme descrito
anteriormente, figura 4, onde obtivemos uma goma mais purificada quando comparada a
etapa anterior.

Por fim, a terceira etapa de purificacdo constitui-se em uma pulverizagdo da goma
seguida de uma dissolu¢@o em dgua (solug@o 4%), com auxilio de agitador mecénico (2h/3000
rpm), filtracdo da solug@o apds total dissolucdo com subsequente adicdo do etanol 96°GL. O
processo de lavagem foi realizado somente com acetona (1:8 — solucdo/acetona), para uma
melhor separacdo do sobrenadante do precipitado e melhor rendimento da técnica, fez-se o
uso de uma centrifuga. O precipitado foi transferido para um gral e levado a estufa a 65°C,
seguido de vdrias pulverizacdes, onde se tornou importante o cuidado e controle da

temperatura da estufa por se tratar de material volatil, até total secagem da goma — (Figura 5).

Figura 5 — Fluxograma da segunda etapa de purificacdo da goma de cajueiro.

Pulverizacao da Dissolucio Filtracao
Goma (4% H;0) (Papel filtro)

Sobrenadante Lavasem
Descartade) Oisohisto Precpliact
(Colzn;;) Acetona—1:8) '

Distribuicio do
Centrifugaciao precipitado em Secagem (estufa)
gral

Goma Isolada

Pulverizacao
Pronta acs

Fonte — Adaptado de Rodrigues; de Paula e Costa, 1993.
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4.4 Caracterizacdo do potencial antimicrobiano da goma do cajueiro

4.4.1 Preparo do meio de Cultura

Para o ensaio de difusdo em 4gar, crescimento e manutencao dos fungos foi preparado
o meio Agar sabouraud-dextrose (ASD) 2% e para as bactérias, o meio Agar nutriente 2%,
mediante reconstituicio do meio desidratado em dgua. O meio foi aquecido até dissolugdo
completa, em seguida esterilizado em autoclave a 121 °C, durante 15 minutos, conforme

recomendacao do fabricante.

4.4.2 Preparo do Inéculo e das amostras

Os fungos leveduriformes e as bactérias foram repicados e incubados a 37°C por 24
horas antes do ensaio, o fungo filamentoso foi repicado e incubado a temperatura ambiente
por 5 dias. Os fungos foram repicados em um tubo que contendo Agar sabouraud-dextrose a
2% inclinado e as bactérias em tubo que contendo dgar nutriente a 2% inclinado que foram
mantidos a temperatura de 25°C em estufa bacterioldgica. O inéculo foi preparado a partir da
suspensdo em solucdo de cloreto de sédio 0,9% (solucdo salina) dos microrganismos de
interesse, separadamente. Foram feitas sucessivas diluicdes e as amostras foram colocadas em
cubetas de vidro e analisadas no espectofotometro visivel digital microprocessado no
comprimento de onda de 580 nm até obtengdo de uma suspensdo a 25% * 2% de

transmitancia.

4.4.3 Ensaio de eficdcia antimicrobiana

Para a realizacdo dos testes de comprovacao da eficicia antimicrobiana, foi utilizado o
método de difusdo em Agar-cilindro em placas.

Foram utilizadas cepas de bactérias Gram-negativa Escherichia coli; a bactéria Gram-
positiva Staphylococcus aureus e os fungos Candida albicans (leveduriforme) e Aspergillus
niger (Filamentoso), com as quais foram preparadas suspensdes em solugdo salina, que foram
empregadas na preparagcdo de meios enriquecidos com cada um dos microrganismos teste.

Para a realizagdo do teste, foram utilizadas placas de Petri (20 mm x 100 mm) e
cilindros de aco inoxiddvel (8 mm x 6 mm x 10 mm). Esse material bem como a vidraria que

foram utilizados no ensaio encontraram-se estéreis.
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Foi utilizado o meio de cultura Agar Sabouraud-Dextrose (ASD) para as placas que
foram incubadas com os fungos e o Agar Nutriente para as placas que foram incubadas com
as bactérias. Foram adicionados 20 mL do meio de cultura em cada placa de Petri. Apds a
solidificacdo da camada base, 5 mL de inoculo foram vertidos (camada semeada a 2% com os
microrganismos). Com a solidifica¢do do indculo, foram distribuidos quatro cilindros estéreis
em cada placa e adicionados 200 uL das diluicdes contendo 400 pug de cada amostra
contemplando desde a resina pura até a goma purificada. As placas foram avaliadas em

relacao a formagao do halo de inibicdo durante o periodo de anélise (BRASIL, 2010).

Figura 6 — Representacdo da disposicao dos cilindros para o teste de atividade antiftingica do exsudato (goma) do

cajueiro Anacardium occidentale L.

O O

O O

Fonte — Arquivo do autor.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extracdo da goma do cajueiro

A goma obtida apds as etapas de purificacdo [goma isolada (GI), 1* goma purificada
(GP1) e goma pronta (GP)], apresentou-se com aspecto de um pé branco, amorfo, fino e seco
(Figura 7D) semelhante as encontradas nos estudos de Rinaudo e Millas (1991) modificado
(RODRIGUES; PAULA; COSTA, 1993). A reprodutibilidade do procedimento adotada foi
boa, com rendimento de 13,49%, valores menores dos que encontrados por Rinaudo e Millas
(1991). Isto pode ser justificado pelas diferencas sazonais e regionais que a planta foi
submetida (indice pluviométrico, tipo de solo, dentre outros problemas naturais). As etapas de
purificacdo foi um fator adicional, para os autores Rinaudo e Millas (1991) o processo de
extragdo da goma € acometido em somente uma etapa, tendo assim interferentes em seu

produto final, no nosso caso, foi realizado em quatro etapas de purificacdo, aumentando assim

o grau de pureza da goma, bem como o teor de umidade.

Figura 7: Produtos das etapas de purificagdo da goma do cajueiro (Anacardium occidentale L.): A — Resina pura,

B — Goma Isolada, C — 1* Goma Purificada, D — Goma Pronta

FONTE — Arquivo do autor
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5.2 Caracterizacdo do potencial antimicrobiano da goma do cajueiro
5.2.1 Ensaio de eficdcia antimicrobiana

Foi determinado através do método de difusio em Agar-cilindro em placas, onde os
microrganismos reveladores foram inoculados e as diluigdes na concentracdo de 2 pg/uL de
cada fase do processo de purificacdo da goma do cajueiro incluindo também a resina pura
foram colocados em cilindros de aco inoxiddvel a fim de observar o seu potencial. Os
microrganismos reveladores apresentaram crescimento homogéneo, no entanto, em nenhum
dos microrganismos testados as amostras apresentaram atividade antimicrobiana sendo

evidenciada pela auséncia da formacao do halo de inibi¢ao (Figura 8).

Figura 8: Representacdo do crescimento microbiano frente as amostras da goma do cajueiro

(Anacardium occidentale L.): A — Aspergillus niger, B - Escherichia coli

FONTE — Arquivo do autor

A Anacardium occidentale L. € uma espécie considerada medicinal devido a suas
varias propriedades farmacoldgicas j4 identificadas (GONCALVES et al., 2005; BRAGA et
al., 2007; SOKENG et al., 2007; MELO-CAVALCANTE et al., 2008; VANDERLINDE et
al., 2009; CHAVES et al., 2010; AISWARYA et al., 2011)
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Admite-se que a maior parte da substancias biologicamente ativas produzidas pelos
vegetais, principalmente aquelas com propriedades antimicrobianas, sdo respostas fisiolgicas
do vegetal na tentativa de adaptacdo as agressdes provenientes do meio ambiente onde se
encontram (COELHO et al., 2003).

Na atualidade, a busca por agentes terapéuticos de origem vegetal, tem propiciado a
avaliacdo de diversas espécies de indicagdo popular, muitas vezes confirmando seu uso,
outras vezes, desmistificando-o.

A auséncia de inibicdo do crescimento ocorrida no ensaio, nas concentragdes
utilizadas, para cada fase testada (resina pura, GI, GP1, GP) frente 4s espécies Escherichia
coli e Aspergillus niger estdo de acordo com o apontado nos estudos realizados por Marques
et al (1992) e Torquato et al (2004). No estudo de Torquato (2004) foram ainda realizados
testes utilizando 400, 800, 1200, 1600 e 2000 pg diluidos em um volume de 200 pL, onde
estes apontam que a atividade antimicrobiana da goma do cajueiro (Anacardium occidentale)
ndo apresenta variacdes quando relacionadas a concentracdo das dilui¢des das amostras, pois,
mesmo na presenca de 2000 pg a goma do cajueiro produziu fraca inibi¢cao de crescimento
relacionada aos microrganismos citados acima.

No estudo realizado por Campos et al (2012), em que utilizou-se 0 mesmo processo de
purificacio da goma do cajueiro descrito por Rinaudo e Millas (1991) modificado
(RODRIGUES; PAULA; COSTA, 1993) e no estudo realizado por Shinde (2014), foram
analisadas tanto a goma isolada quanto purificada, estas também, ndo apresentaram atividade
sobre Candida albicans corroborando com o encontrado no presente trabalho.

O resultado encontrado no ensaio da atividade antimicrobiana frente as cepas de S.
aureus foi negativo. Para Shinde (2014), em seu estudo, a goma do cajueiro ndo apresentou
atividade contra S. aureus. Marques et al. (1992) e Muroi e Kubo (1996), relataram resultados
conflitantes, afirmando que a goma do cajueiro possui atividade antimicrobiana contra S.
aureus entre outros microorganismos, enquanto que Torquato et al. (2004) ndo relata
atividade antimicrobiana para goma de caju frente a esse microrganismo.

Marques et al. (1992) e Muroi e Kubo (1996) atribuiram a atividade antimicrobiana a
presenca do 4cido anacdardico, que possui um grupo carboxilico. Este € um composto fendlico
derivado do 4acido orto-hidroxibenzoico, sendo inibidor de varias enzimas, taisS como
desidrogenases e tironases, apresentando atividade antimicrobiana (SEVERINO, 2008), ¢é
instdvel termicamente e € facilmente descarboxilado durante o processo de extracdo
(FERRAO, 1995; TREVISAN et al, 2006).. No entanto, Torquato et al. (2004) declara que a

goma de cajueiro em seu processo de purificagdo para a remog¢ao de particulas sélidas, perde
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o seu 4acido anacdrdico com alta temperatura (45°C), transformando o grupo carboxilico do
dcido em cardanol, assim a temperaturas elevadas, a concentracdo de &cido anacdardico
diminui. A perda do 4cido anacéardico coincide com a diminui¢ao da atividade antimicrobiana
da goma, levando a hipétese de que esse dcido € responsdvel pela atividade. No processo de
purificacdo empregado no presente trabalho o uso de equipamentos aquecedores como estufa
e chapa aquecedora utilizados na etapa de secagem expde a goma do cajueiro a temperaturas
de £ 65°C, podendo ter influenciado na remocdo do acido anacdrdico o que justifica a ndo
inibicao do crescimento microbiano pela goma isolada, 1* goma purificada e a goma pronta.

Shinde (2014), em seu estudo também avalia o potencial antimicrobiano da goma
bruta (resina), onde a mesma ndo apresentou atividade contra os agentes ja relatados a cima
alinhando seus resultados com os encontrados no presente trabalho.

Ribeiro (2016), em seu estudo, optou pela utilizacdo do exsudato puro (resina) a fim
de determinar a constituicdo desse exsudato, o mesmo foi aplicado para determinagdo de sua
acdo antimicrobiana sendo testadas para as espécies de Staphylococcus aureus e Escherichia

coli resultando na auséncia do halo de inibicao frente as bactérias analisadas.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste estudo, pode-se inferir que o processo de
extracdo e purificagdo da goma de cajueiro mostrou ser de baixo custo e sem producdo de
residuos. O aprimoramento do processo faz-se necessario visando um melhor rendimento de

obtenc¢do da goma do cajueiro.

Os resultados obtidos pelo estudo do potencial antimicrobiano evidenciaram que todas
as fases da purificacdo da goma do cajueiro Anacardium occidentale L., incluindo a resina
pura, na concentragado testada, apresentaram-se ineficazes contra todos 0s microrganismos aos

quais foram submetidos.

Diante dos resultados aqui obtidos, fica clara a ndo indica¢do da goma do cajueiro para
a utilizacdo da mesma ou de seus ativos como um futuro medicamento alternativo contra
infec¢Oes microbianas, o que ndo impede seu uso como excipiente, permitindo a exploragdo
desse produto como alternativa para a produ¢do de formas farmacéuticas convencionais. Em
adicdo, mais estudos devem ser feitos levando em consideracdo a presenca do &cido
anacardico fazendo uso de métodos que possibilitem a minima deterioragdo do mesmo, a fim

de avaliar seu papel no potencial frente aos microrganismos.
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