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INTRODUGAO:

A industria agronémica gera diversos subprodutos, dentre os quais o bagaco de caju se destaca
como um dos principais residuos (Zié et al., 2023). Esse material tem ganhado relevancia na industria
farmacéutica devido a sua riqueza em compostos bioativos, como os &acidos anacardicos e 0s
carotendides, que apresentam propriedades terapéuticas promissoras. Estudos indicam que esses
compostos possuem efeitos anti-bacterianos, antioxidantes, anti-inflamatérios, antidiabéticos,
anticancerigenos e protetores cardiovasculares e gastricos (Aslam et al., 2024; Chen et al., 2023). No
entanto, evidéncias sugerem que podem atuar de forma antagdnica em certos contextos, como no
tratamento de doencas inflamatérias intestinais, em que a baixa concentracdo de carotenoides e sua
interag@o com os acidos anacardicos reduziram a eficacia do extrato (da Silva et al., 2023). Diante disso,
torna-se essencial desenvolver métodos eficientes para separar esses compostos e estuda-los
isoladamente, permitindo a produgdo de extratos com concentragfes especificas para aplicagdes
terapéuticas mais direcionadas.

Os carotenoides, compostos isoprenoides com estrutura conjugada, atuam como antioxidantes
ao neutralizar espécies reativas de oxigénio (ROS), prevenindo danos celulares e reduzindo o risco de
doencas como cancer, distlrbios cardiovasculares e degeneracdo visual (Fiedor, Burna 2014). Seu
mecanismo de acdo envolve transferéncia de elétrons ou atomos de hidrogénio, dependendo das
condicdes do meio. Ja os acidos anacéardicos demonstraram, em estudos in vitro e em modelos animais,
atividade inibidora da acetilcolinesterase (potencialmente util no tratamento do Alzheimer), efeitos
anticancerigenos por inducao de apoptose, protecao gastrica e estimulo a remielinizacdo (Morais et al.,
2017; Salehi et al., 2019). No entanto, a maioria desses estudos ainda carece de validagao clinica.

Para avaliar a atividade antioxidante desses compostos, métodos como o ensaio de Folin-
Ciocalteu (que mede a capacidade redutora) e o teste de captura do radical DPPH (baseado na

estabilizacdo de radicais livres) sdo amplamente utilizados devido & sua praticidade, baixo custo e
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robustez. Contudo, a complexidade das interacGes entre oxidantes e antioxidantes exige a combinacéo
de multiplas técnicas para uma andlise mais abrangente.

Nesse contexto, o presente projeto visou desenvolver metodologias eficazes para a separagao
dos &cidos anacérdicos e carotenoides presentes no bagaco de caju, além de avaliar seu potencial
antioxidante. O objetivo é possibilitar a producéo de extratos com concentracdes otimizadas desses
compostos, considerando seus efeitos individuais e sua possivel interacdo antagdnica, abrindo caminho

para aplicacdes farmacéuticas mais especificas e eficientes.

METODOLOGIA:

A. Obtencao do extrato concentrado de carotenoides:

O extrato concentrado de carotenoides e acidos anacéardicos (CAE) foi obtido a partir do residuo
de pedunculo de caju (Anacardium occidentale) da variedade CCP-76, desenvolvida pela Embrapa,
cultivadas no campo experimental da Embrapa Agroindustria Tropical em Pacajus - Ceara. O extrato foi
fornecido liofilizado pela Dra. Ana Paula Dionisio, pesquisadora da Embrapa, do Centro Nacional de
Pesquisa de Agroindustria Tropical (Fortaleza, CE). Por se tratar de uma espécie nativa, o projeto foi
registrado no SisGen (#A9A0381).

B. Fracionamento por cromatografia em coluna filtrante

Para o fracionamento por cromatografia em coluna filtrante, aliquotas (1 g) do extrato CAE foram
aplicadas sobre uma coluna de silica-gel (Silica gel 60 - Merk; 0,0063 - 0,200 mm, 1:100 p/p,
extrato:silica) montada em funil de placa porosa de 7 cm de didmetro. A eluigdo da coluna foi feita em
gradiente crescente de polaridade com hexano (Hex), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH) [Hex
100, Hex/AcOEt 9:1, Hex/AcOEt 4:1, Hex/AcOEt 7:3, Hex/AcOEt 1:1, Hex/AcOEt 3:7, AcOEt 100, AcOEt/
MeOH 4:1, AcOEt/ MeOH 1:1, 100 ml de cada eluente]. Foram coletadas fra¢cdes, com volume
aproximado de 10 ml por fracdo, as quais foram analisadas por cromatografia em camada delgada (CCD)
para agrupamento das fracdes semelhantes. Foram realizados dois fracionamentos independentes.

C. Andlise Qualitativa por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

As analises por CCD realizadas seguindo os protocolos descritos por Wagner e Bradt (1996),
com pequenas adaptacdes. Foram utilizadas cromatoplacas de silicagel 60 F254 (Merck®1.05554) como
fase estacionaria. A melhor fase mével para estas analises foi a mistura Hexano/Acetato de etila 75:25.
Para revelacdo das cromatoplacas foram utilizados a observacao sob luz UV (254 e 366 hm) seguida da
aplicacdo de solugéo reveladora de vanilina [acido acético/vanilina/acido sulfarico (40:0,8:2, vip/v)],
seguidos de aquecimento em estufa, a 110 °C, por 3 a 5 minutos, ou a aplicacao de vapores de iodo. Os
resultados foram registrados por fotografia.

E. Andlises Espectroscopicas de Caracterizacdo — Captura de radicais DPPH, Teor de

Compostos Fendlicos Totais, Teor de Flavonoides Totais e Determinacdo do Fator de Protecdo Solar:

Aliquotas das frag6es obtidas no fracionamento por coluna filtrante foram diluidas em etanol nas
concentracoes de 15,625 a 1000 pg/ml, e transferidos em triplicata para quatro microplacas de 96

compartimentos. Cada microplaca foi utilizada para uma avaliagdo, que compreenderam a capacidade
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de sequestrar radicais livres DPPH, quantificacao do teor total de compostos fendlicos e de flavonoides
totais, seguindo o protocolo descrito por Souza et al. (2022) e, finalmente, a determinacdo do Fator de
Protecdo Solar (FSP) seguindo o protocolo descrito por Dutra e colaboradores (2004) e Yang e
colaboradores (2018), com pequenas adaptacdes.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

O fracionamento em coluna filtrante foi feito duas vezes durante o desenvolvimento do projeto.
Desta maneira foi possivel obter quantidade suficiente das amostras para as andlises seguintes. O
primeiro fracionamento a partir de uma aliquota do extrato CAE de 1,0709 g resultou em 65 fracdes, as
guais foram analisadas por cromatografia em camada delgada CCD. As fracdes similares foram entdo
reunidas em seis grupos de fragcdes denominados J1 (1-20; 2,4 mg), J2 (21-27; 3,4 mg), J3 (28-30; ndo
foi possivel calcular a massa), J4 (31-41; 65,3 mg), J5 (42-50; 55,3 mg) e J6 (51-65; 124,2 mg) (Figura
1A). Infelizmente, durante a etapa de evaporacédo do solvente sob vacuo em evaporador rotativo, o balao
gue continha a fracdo J3 néo foi preso adequadamente e a amostra acabou sendo perdida.

O segundo fracionamento em coluna filtrante foi feito seguindo os mesmos procedimentos da
primeira, empregando uma aliquota do extrato CAE de 1,0101 g. Neste experimento, foram coletadas
76 fracdes que, apds andlise por CCD, foram reunidas por semelhanca no perfil cromatogréafico nos
grupos de fragdo denominados M1 (1-16; 310 mg,), M2 (17-20; 171 mg), M3 (21-24; 70 mg), M4 (25-27,;
134 mg), M5 (28-40; 166 mg) e M6 (41-76; 415 mg) (Figuras 1B e 1C).

Figura 1. Analise por CCD das fragbes “J” (A) e “M” (B e C) obtidas ap6s reunido das frages obtidas no fracionamento por coluna filtrante do
extrato do bagaco de caju.

Fase estacionaria: silica-gel GF254; Fase movel: Hexano/Acetato de etila 75:25, revelador: vapores de iodo (A e B), solucéo de vanilina (C).
Fonte: Autoria propria

Nas duas vezes foi possivel separar as substancias presentes no extrato CAE em frac6es com
diferentes polaridades, tendo em vista a presenca de bandas de diferentes Rf nas amostras. Ainda, para
a revelacdo das placas de CCD foram testados dois reagentes amplamente utilizados na deteccéo de
metabdlitos secundarios, a saber, vapores de iodo e a solucao acida de vanilina (Wagner e Bradt, 1996).
Como apresentado na Figura 1, a revelacdo com vapores de iodo permitiu a visualizagdo de um maior
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namero de manchas em todas as fracdes obtidas, sendo um método mais adequado para andlise do
fracionamento do extrato CAE.

Quanto as analises de caracterizagdo por técnicas de espectroscopia UV-Vis, os resultados
obtidos para as fragbes “J” e “M” obtidas a partir do extrato CAE indicaram um baixo potencial para
sequestrar radicais livres. Nas condi¢Ges experimentais empregadas, nenhuma das amostras conseguiu
reduzir em 50% a concentracdo de DPPH. Os melhores resultados de inibicdo foram obtidos para fragédo
J2, que reduziu entre 10,5 % (62,5 pg/ml) e 36,1% (250 pg/ml). As demais fracdes foram inativas
(reducéo < 10% independente da concentracéo avaliada).

Em funcéo da quantidade de amostra, os demais testes de caracterizagdo foram realizados
apenas com as fracdes obtidas do segundo fracionamento (fracbes M) e estdo resumidas na Tabela 1.
Os melhores resultados de protecdo solar foram observados para as fracbes M4 (6,7) e M6 (10,1).
Considerando-se a fragdo M6, esse melhor efeito de protecdo coincidiu com maiores valores tanto no
teor de compostos fendlicos totais quanto no teor de flavonoides totais. Essas duas classes de produtos
naturais apresentam sistemas de duplas ligagdes conjugadas que podem explicar a melhor capacidade

de absorver a radiag&o ultravioleta.

Fendlicos totais Flavonoides totais

Fracéo FPS
(g GAE/mg) (ug CE/mg)
M1 34+6 12+3 4,4
M2 39+7 15+1 4,7
M3 52+5 54 +2 49
M4 72+5 3815 6,7
M5 41+1 70+ 30 4,9
M6 61 +4 63 + 43 10,1

Tabela 1. Teor de fendlicos totais, de flavonoides totais e Fator de Prote¢do Solar (FPS) das fracdes “M” obtidas no fracionamento por coluna
filtrante do extrato do bagaco de caju.

Resultados expressos como média + desvio padrédo para amostras diluidas na concentragdo de 500 pg/ml. Unidades: ug GAE/mg = massa
(ug) equivalente de acido galico por massa (mg) de amostra; ug CE/mg = massa (ug) equivalente de catequina por massa (mg) de amostra.

GAE = gallic acid equivalent (equivalentes de acido galico); CE = catechin equivalent (equivalentes de catequina); FPS = fator de protecao
solar.

CONCLUSOES:

O fracionamento por coluna filtrante demonstrou ser um método eficaz para separacdo de
compostos conforme suas polaridades e com boa recuperacdo e rendimento. Ndo foi observada
capacidade de sequestrar radicais livres para as fragfes obtidas, mas apenas essa evidéncia néo é
suficiente para afirmar que as amostras ndo apresentem atividade antioxidante. Isso porque, em
sistemas bioldgicos, a atividade antioxidante envolve outros eventos, como inibicdo de enzimas
oxidantes por exemplo. Ainda, o potencial efeito de protecéo solar mostrou-se correlacionado ao maior

teor de compostos fendlicos e de flavonoides. Este estudo permitiu evidenciar mais alguns potenciais
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efeitos bioldgicos para o extrato obtido a partir do bagaco de caju assim como foi possivel estabelecer

uma estratégia eficiente para fracionamento.
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