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RESUMO

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) destaca-se entre as espécies frutiferas nativas do
Nordeste brasileiro tanto pelo enorme potencial como fruto de mesa, quanto no
processamento industrial. O consumo in natura vem crescendo consideravelmente a cada
safra devido ao elevado interesse da populacdo na promocao da saude, atrelada a alimentos
ricos em antioxidantes. Dentre as praticas de manejo agricola, o uso de reguladores de
crescimento vegetal pode ser uma alternativa na promogdo da melhoria da qualidade
funcional dos pedlnculos de cajueiro. Esse estudo objetivou avaliar os efeitos da aplicacdo
pré-colheita de GA; em diferentes doses (0, 60, 120 e 180 mg L™), sobre a qualidade p6s-
colheita de dois clones de cajueiro-andao (CCP 76 e BRS 189), especificamente, sobre o
metabolismo de compostos bioativos e enzimas antioxidantes. Os pedunculos, oriundos do
Campus Experimental de Pacajus-CE pertencente a Embrapa Agroindustria Tropical, foram
tratados com GA3 dois dias antes do inicio da colheita no estddio maduro. As avaliacdes
mostraram que a aplicacéo pré-colheita de GA; influenciou de forma significativa a atividade
da fenilalanina aménia liase (PAL) e da dismutase do superoxido (SOD) em ambos os clones,
porém nao afetou a atividade da catalase (CAT), tampouco o conteudo de fendlicos e
carotenoides, e a atividade antioxidante total. O GA; reduziu a atividade da enzima PAL no
clone CCP 76, contudo promoveu um acrescimo na atividade de tal enzima no clone BRS
189. Nos pedunculos desses clones de cajueiro-ando, a atividade antioxidante total foi
correlacionada ao contetdo de carotenoides. Os pedunculos do clone BRS 189 de cajueiro-
ando apresentou-se como melhor fonte de antioxidantes devido ao maior contetdo de trans-

cinamoil e da atividade da SOD.

Palavras-chave: Giberelina. Caju. Antioxidantes. Enzimas.



ABSTRACT

The cashew tree (Anacardium occidentale L.) stands out among the native fruit species in
northeastern Brazil by both the enormous potential as table fruit, as in industrial
processing. The Consumption in natura is growing considerably every season due to the
high interest of the population in health promotion, linked to foods rich in antioxidant.
Among the agricultural management practices, the use of plant growth regulators can be
an alternative in promoting the improvement of the functional quality of cashew apples.
This study aimed to evaluate the effects of GA3 pre-harvest application in different doses
(0, 60, 120 and 180 mg L-1), on the postharvest quality of two clones of dwarf cashew
(CCP 76 and BRS 189) specifically on the metabolism of bioactive compounds and
antioxidant enzymes. The cashew apples, coming from Campus Pacajus-CE Experimental
belonging to Embrapa were treated with GA; two days before harvest at mature stage. The
evaluations showed that pre-harvest application of GAj3 significantly influenced the
phenylalanine ammonia lyase (PAL ) activity and superoxide dismutase (SOD) in both
clones, but it did not affect the activity of catalase (CAT), nor the content of phenolics and
carotenoids, and total antioxidant activity. The GA3 reduced the activity of PAL enzyme
in CCP 76 clone, but promoted an increase in the activity of this enzyme in BRS 189
clone. These cashew clones, total antioxidant activity was correlated to the content of
carotenoids. The BRS 189 clone cashew introduced himself as best source of antioxidants

due to higher content of trans-cinnamoyl and SOD activity.

Keywords: Gibberellin. Cashew. Antioxidants. enzymes.
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1. INTRODUCAO

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) destaca-se dentre as espécies frutiferas
nativas do Nordeste sendo cultivo de grande importancia socioecondmica devido ao
processamento industrial da castanha, além do enorme potencial para comercializacdo do
pedinculo ou caju. O peddnculo é um pseudofruto consumido principalmente fresco ou
processado em sucos ou doces, enquanto que, a castanha é o verdadeiro fruto. Em 2012, o
Brasil era o principal pais produtor com uma area de cultivo de 625.000 ha, totalizando
aproximadamente 91% do total do mundo (FAO, 2012).

Segundo Morais et al. (2002), o consumo in natura do pedunculo de cajueiro vem
aumentando consideravelmente a cada safra devido a abertura de novos mercados. Como no
desenvolvimento de outros frutos tropicais, no caju ocorrem transformacdes fisicas, quimicas
e bioquimicas que influenciam em sua qualidade pos-colheita. Somado a isso, 0s
fitohormoénios ou reguladores de crescimento dos vegetais vém sendo utilizados com o
objetivo de melhorar a qualidade e/ou quantidade de produtos agricolas, tais reguladores
promovem, inibem ou modificam os processos morfologicos e fisiolégicos das plantas
(CASTRO; VIEIRA, 2001).

Apesar do uso dos reguladores vegetais na agricultura mostrarem um grande potencial
para 0 aumento da produtividade, sua utilizacdo ainda ndo € uma pratica rotineira em culturas
com baixo nivel de tecnificacdo. Os reguladores vegetais mais utilizados na fruticultura sao
auxinas, giberelinas, citocininas e retardadores/inibidores do etileno. As giberelinas, como o
acido giberélico (GA3) exercem diferentes papéis no metabolismo vegetal, estimulando a taxa
fotossintética, e aumentando a producdo de carboidratos necessarios para o crescimento dos
frutos (DUARTE FILHO et al., 2004).

Nesse contexto, os reguladores de crescimento vegetal se apresentam como uma
interessante ferramenta para a producdo dos frutos, tal como o caju através da manutencgéo e
alteracdes em qualidade. Entretanto é inexistente na literatura trabalhos que abordem o uso de
reguladores de crescimento vegetal em pedinculos de cajueiro, desta forma, o presente
trabalho tem como objetivo avaliar o efeito da aplicacdo pré-colheita de GA;3; sobre a
qualidade pos-colheita dos pedinculos de clones de cajueiro-ando (cajueiro-ando-precoce),

especificamente, sobre o metabolismo de compostos bioativos e enzimas antioxidantes.
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2. REVISAO DE LITERATUTA

2.1. Aspectos botanicos do cajueiro

O cajueiro pertence a familia Anacardiaceae, que € composta por cerca de 70
géneros e 700 espécies, distribuidas nas regibes tropical e subtropical do planeta
(CARVALHO; GAIAD, 2012). No Brasil, ocorrem 15 géneros e cerca de 70 especies,
entretanto sdo explorados comercialmente apenas 0s cajueiros conhecidos como cajueiro
comum ou gigante e o cajueiro-ando (ando-precoce) pertencentes a espécie Anacardium
occidendale L. (BARROS, 1995).

Segundo Crisostomo et al. (2001), Anacardium occidendale L. é uma espécie
originaria do Brasil e esta presente em todo o territorio nacional, predominantemente no
Nordeste. No mundo, distribui-se em diferentes ecossistemas e sua maior incidéncia se da em
regides de baixas latitudes proximas a linha do Equador, entre os paralelos 15° N e 15° S e em
areas costeiras, tipicamente tropicais da América do Sul, Africa e Asia (FUNDACAO
BANCO DO BRASIL, 2010).

O cajueiro-ando é uma planta perene, de porte baixo, que atinge, em média, 5 m
de altura e 8 m de diametro de copa. As folhas sdo simples, inteiras, ovais, alternadas, peciolo
curto, limbo coriaceo, glabras, brilhantes, quando novas podem ser verde-claras ou roxo-
avermelhadas, quando maduras tornam-se verde-escuras. A inflorescéncia é uma panicula
terminal, apresentando flores perfeitas ou completas (hermafroditas) e estaminadas
(masculinas), razdo pela qual o cajueiro é classificado como uma planta andromondica
(BARROS, 1988).

O fruto do cajueiro € um conjunto constituido pelo pedinculo (pseudofruto) e a
castanha (fruto verdadeiro). A castanha é um aquénio reniforme, composta pelo pericarpo e
pela améndoa (semente). O peddnculo é carnoso e suculento, geralmente de alto valor
nutritivo. Dependendo do genotipo, apresenta pedinculo de coloracdo amarela, alaranjada ou
avermelhada. O peso médio do pedunculo varia entre 87 e 155 g e a relacdo entre o peso do
pedunculo e o da castanha €, em média, de 9:1 (FIGURA 1). Entretanto, os valores dessa
relacdo variam entre os clones (SERRANO; OLIVEIRA, 2013).

Por sua origem tropical, o cajueiro adapta-se e produz bem em temperaturas
variando de 22 a 40 °C, entretanto, IBRAF (2005) indica 27 °C como temperatura média ideal

para seu desenvolvimento e frutificagdo. Aguiar e Costa (2002) relataram como precipitacdo
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pluvial anual média entre 800 e 1500 mm, a mais adequada para a exploracdo do cajueiro,
sendo essa distribuida entre cinco a sete meses no ano, com um periodo seco de cinco a seis

meses, no qual ocorrem as fases de floracéo e frutificagéo.

Figura 1 — Relacdo de peso do caju 9:1 ( pedunculo/ castanha)

90% «—

10% +—

Fonte: Elaborado pelo autor

Serrano e Oliveira (2013) citam, de modo geral, os solos mais adequados para o
cultivo de cajueiro sdo solos de textura leve, profundos, bem drenados, moderadamente acidos

e com niveis satisfatorios de nutrientes.

2.2. Importancia socioecondmica do cultivo do cajueiro

A atividade econbmica da cajucultura € atribuida principalmente a cadeia
produtiva da améndoa da castanha-de-caju (ACC), cujo principal objetivo é a exploracdo da
améndoa, que tem dado sustentacdo econdmica e social ao agronegécio brasileiro. A
cajucultura tem alcancado notoriedade na fruticultura brasileira, com destaque para o
Nordeste, que representa uma atividade econémica de grande expressdo nessa regido,
principalmente nos estados do Ceard, Rio Grande do Norte e Piaui, que juntos foram

responsaveis por 84,64% da producdo brasileira de castanha de caju, em 2014 (IBGE, 2015).
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No tocante a producdo mundial de castanha de caju, o Brasil ocupa a 32 posi¢édo no ranking
estando o0 Vietna e India nas primeiras posicdes (FAO, 2015).

Por sua vez, o pedunculo também tem importéncia, pois a partir do pseudofruto
sdo obtidos diversos alimentos. O mercado de polpas, cajuina, sucos integral, refrigerantes
gaseificados, doces, aguardente, licores dentre outros, vém crescendo paulatinamente. O
consumo in natura do caju é outro setor que tem avancado no Brasil. Entretanto, o
aproveitamento do pedinculo para esse tipo de consumo esta restrito a poucos produtores,
visto que é indispensavel a utilizacdo de técnicas adequadas de pds-colheita para seu maior
aproveitamento (PAULA-PESSOA; LEITE, 2013).

Em termos de geracdo de emprego no campo, considerando-se que o cultivo do
cajueiro necessita de 22 homens/dia/hectare/ano e que o ano tem 264 dias uteis, em 755 mil
hectares de area colhida séo gerados, aproximadamente, 63.000 empregos diretos (PAULA-
PESSOA; LEITE, 2013). Além disso, para aqueles autores, 0s empregos no campo Sao
gerados na entressafra das culturas tradicionais, tais como feijdo, milho e algodéo,

preenchendo uma importante lacuna, reduzindo a oscilacéo da renda.

2.3. Melhoramento genético do cajueiro

Segundo Paiva et al. (1997), no Brasil, os programas de melhoramento genético
do cajueiro estdo associados a descoberta do cajueiro como opgdo econémica. As primeiras
acOes de melhoramento com bases cientificas, passaram a ser adotadas apenas na década de
1950, com plantas oriundas de plantacdes naturais existentes na regido litoranea do Nordeste.
Tais pesquisas resultaram no lancamento comercial dos primeiros clones CCP 06, CCP 76,
CCP 09, CCP 1001, Embrapa 50, Embrapa 51, BRS 275, BRS 189 e BRS 253, o0 que
possibilitou a ascensdo da cajucultura com bases tecnologicas atreladas a definicdo de um
sistema de alto potencial produtivo e caracteristicas agronémicas superiores (VIDAL-NETO
et al., 2013).

2.3.1 Clone CCP 76

O clone CCP 76 foi obtido por selecdo individual fenotipica a partir do lote de
plantas de cajueiro-ando coletados em Maranguape, CE, e avaliados por 15 anos. Este clone

foi lancado para o plantio comercial em 1983. A planta possui porte baixo, alcancando média
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de 2,70 m e didmetro de copa de 5,00 m, no sexto ano de idade. Inicia o florescimento entre 6
a 24 meses ap6s o plantio e a producdo comercial ocorre no segundo ano, em plantios
irrigados. O pedunculo tem cor alaranjada (FIGURA 2), peso médio de 100 g, castanha com
peso médio entre 8,0 e 9,0 g, e a améndoa em torno de 1,8 g, de modo que a relacdo
améndoa/castanha é de 26,9%. Esse clone é recomendado tanto para o plantio de sequeiro
como o plantio irrigado, com aproveitamento de améndoas ou do pedunculo para o mercado
de mesa. Atualmente, é um dos clones mais plantados, devido a adaptabilidade a diferentes
ambientes e atrativos de qualidades do pedinculo, tais como alto teor de sélidos solGveis e
baixo teor de taninos (PAIVA; BARROS, 2004; VIDAL-NETO et al., 2013).

Figura 2 — Pedunculos de clones CCP 76 de cajueiro-ando.

Foto: Jodo Rodrigues de Paiva

2.3.2 Clone BRS 189

O clone BRS 189 é um hibrido obtido no ano 2000, em Pacajus, CE, cujos
genitores sdo 0s genotipos CCP 1001 e CCP 76. A planta possui porte baixo, com altura
média de 3,6 m e diametro médio de copa de 5,9 m, ao sexto ano de idade. E recomendado
para o plantio irrigado, embora o clone possa ser cultivado em regime de sequeiro (PAIVA;
BARROS, 2004).
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De acordo com Vidal-Neto et al. (2013), o pedinculo possui caracteristicas
satisfatdrias ao mercado de mesa devido a seus atributos de qualidade (FIGURA 3) como cor
vermelha com peso médio em torno 155 g e teor de sélidos sollveis superior a todos os clones

comerciais existentes.

Figura 3 — Pedunculos de clone BRS 189 de cajueiro-ando.

Foto: Jodo Rodrigues de Paiva

2.4. Pds-colheita dos pedunculos de cajueiro

A qualidade de um fruto esta relacionada ao conjunto de propriedades e atributos
intrinsecos de cada produto como: aparéncia, firmeza, aroma e sabor; além de valor nutritivo
e multifuncional decorrente dos componentes quimicos, propriedades mecéanicas, bem como a
auséncia ou presenca de defeito do produto (CHITARRA e CHITARRA, 2005). Ainda
segundo 0s mesmos autores, tais atributos dependem do mercado de destino do fruto, seja
para armazenamento, CONSUMO in natura ou Mesmo processamento.

De acordo com Abreu (2007), para o pedinculo do cajueiro destinado ao consumo
in natura, a qualidade relaciona-se, principalmente, aos seguintes aspectos: conteddo de
acucar na polpa, adstringéncia, coloracdo externa, formato e firmeza, sendo este Gltimo

importante para a determinacdo de um maior periodo de conservagdo do produto. J& para a



17

industrializacdo, a qualidade do peddnculo relaciona-se, principalmente, aos aspectos
sensoriais (cor, sabor e aroma), a firmeza e ao valor nutricional.

Atualmente, para o consumidor, a qualidade também esta atrelada aos beneficios
que o fruto pode proporcionar a sua satde. Segundo Moura et al. (2013), nos ultimos anos,
tem se buscado um maior consumo de frutos como fonte de compostos antioxidantes. Estudos
epidemioldgicos demonstraram que a alta ingestdo de frutos esta associada a prevencdo de
doencas neurocerebrais, a reducdo da mortalidade por doencas cardiovasculares, e a algumas
formas de céncer e tais diminui¢cdes sdo justificadas pela atividade antioxidante presentes
nesses produtos (BOUAYED, 2010; BOYER; LIU, 2004; LANDETE, 2012; COSTA et al.,
2013; CHRISTENSEN et al., 2015).

O potencial antioxidante de frutos e outros vegetais decorrem de sua capacidade
de estabilizar ou desativar os radicais livres reduzindo os niveis de estresse oxidativo das
células. As espeécies reativas de oxigénio (EROs) sdo formados por todos os organismos
aerobios no processo de respiragdo mitocondrial. O seu acumulo pode ocorrer em
concentracdes fisioldgicas necessarias para a funcdo celular normal, ou em quantidades
excessivas em um estado de desequilibrio chamado de estresse oxidativo (NORDBERG;
ARNER, 2001). Nessas condicdes excessivas, esses intermediarios de oxigénio ameagam a
integridade de varias biomoléculas com consequente perdas de suas funcdes bioldgicas e/ou
desequilibrio homeostatico, cuja manifestacdo € o dano oxidativo contra células e tecidos
(BARBOSA et al., 2010).

A producdo continua de EROs durante os processos metabdlicos resultou no
desenvolvimento de mecanismos antioxidante de defesa. Estes mecanismos de protecédo
incluem a eliminacdo ou desintoxicacdo de tais espécies reativas ou o blogueio da sua
producdo através, por exemplo, do sequestro de metais de transicdo, controlando os niveis
intracelulares e limitando a ocorréncia de danos (HAN et al., 2007). Segundo Alves et al
(2010), os mecanismos de defesa antioxidante incluem os sistemas enzimaticos, como as
enzimas superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), e ndo enzimaticos, como 0S
compostos fendlicos e os carotenoides.

Os frutos de clima tropical como o caju se sobressaem quanto a qualidade e
quantidade de antioxidantes em razdo de sua forte exposicdo a radiacao solar (HANAMURA

et al., 2005). Os pedunculos de cajueiro apresentam diversos compostos antioxidantes como
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vitamina C, carotenoides e fendlicos. Este ultimo, de acordo com Lopes et al. (2012), é um
dos principais responsaveis por sua atividade antioxidante no caju.

Os compostos fendlicos sdo substancias amplamente distribuidas na natureza,
mais de 10.000 compostos fendlicos ja foram detectados em plantas. Tais substancias séo
metabolitos secundarios produzidos pelas plantas e sdo comumente encontrados em alimentos
como frutos. Estes compostos podem apresentar diversas estruturas, desde moléculas simples
até estruturas poliméricas, contém um grupo fenol, ou seja, um grupo hidroxila funcional em
um anel aromético (FIGURA 4). Os compostos fen6licos possuem funcgdes de defesa contra a
radiagdo ultravioleta, agressdo por patogénicos ou ataque de pragas, nas plantas que os
sintetizam. Muitos destes compostos sdo também responsaveis pela cor atraente de folhas,
frutos e flores (MANACH et al.,2004; PALAFOX-CARLOS et al.,2011; TAIZ; ZEIGER,
2013).

Figura 4 — Estrutura de um grupo fenol (adaptada)

OH

Fonte: Taiz e Zeiger (2013)

Essa classe de compostos apresenta uma grande diversidade em fungdo do nimero
de anéis fendlicos que eles contém e dos elementos estruturais que ligam esses anéis uns aos
outros, dos quais os divide em flavonoides (polifenois) e ndo-flavonoides (fenois simples ou
acidos). Em relacdo aos acidos fendlicos, estes constituem em dois grupos, os derivados do
acido hidroxibezoico e os derivados do &cido hidroxicindmicos. Tais acidos encontram-se
amplamente distribuidos no reino vegetal, sobretudo na forma de ésteres de acidos organicos
ou de glicosideos, e raramente como acidos livres, fazendo parte de um sistema antioxidante
end6geno (CHEN:; HO, 1997; SA, 2012).

Os polifendis tém sido alvo de muita atencdo devido a sua capacidade

antioxidante e a suas possiveis implicacdes benéficas a salde, obtidos na dieta pelo consumo
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de frutas e hortalicas, entretanto, apresentam variagdes qualitativas e quantitativas decorrentes
de fatores intrinsecos (cultivar, variedade, estadio de maturacdo, fitohorménios) extrinsecos
(condicGes climaticas e edaficas) (MANACH et al.,2004; REYNERSTON et al., 2008).

Lopes et al. (2012), estudando a qualidade funcional de clones peddnculos de
cajueiro-ando em diferentes estadios de maturacdo, verificaram que 0s conteudos de
polifendis extraiveis totais (PET) diminuiram com a maturacdo, e para o clone CCP 76 no
estadio maduro variou entre 64,01 a 74,32 mg.100 g de polpa enquanto que o clone BRS
189 os valores de PET oscilaram entre 54,85 a 62,69 mg.100 g™ de polpa.

Michoudjehoun-Mestres et al. (2009) estudando a composi¢do de acidos fendlicos
em pedunculos de cajueiro, identificaram acido galico, p-cumarico e &cido eldgico, além do 1-
O-trans-cinamoil-pB-D-glucopiranosideo. Segundo os mesmos autores, o contetdo de 1-O-
trans-cinamoil-B-D-glucopiranosideo € mais evidente em pedunculos de cajueiro em estadio
maduro, sendo inexistente no estadio verde, e este composto exerce importante funcdo na
sintese de compostos volateis.

Os compostos fenolicos s@o biossintetizados por diferentes rotas, nos vegetais, a
rota do acido chiquimico participa da maioria de seus fenolicos, convertendo precursores de
carboidratos derivados da glicolise e da rota da pentose-fosfato. Os polifendis em plantas séo
derivados principalmente da fenilalanina aménia liase (do inglés PAL, EC 4.3.15) uma
enzima-chave que desempenha fungdo crucial de ligacdo entre o metabolismo primario e
secundario dos vegetais. Esta enzima cataliza a producdo de acido trans-cindmico um
precursor dos fenilpropanoides a partir da desaminacéo da L-fenilalanina (FIGURA 5). A sua
atividade é influenciada por condicdes de estresses bidticos ou abidticos nos tecidos vegetais
(L1U; JIANG, 2006GOU; WANG, 2010; CUNHA, 2015; TAIZ; ZEIGER, 2013).

Os carotenoides sdo compostos notadveis por possuirem ampla distribuicdo na
natureza, estruturas quimicas diversas e funcbes variadas. Embora sejam micronutrientes,
presentes em niveis muito baixos (microgramas por grama), os carotenoides estdo entre 0s
constituintes alimenticios mais importantes por desempenharem funcédo antioxidante. Formam
um grupo de pigmentos naturais, responsaveis pela cor vermelha, amarela e laranja de frutos e
outros vegetais, tal que, o conteldo de carotenoides é associado a intensidade da sua cor
(KULL; PFANDER, 1995; CHITARRA; ALVES, 2008).

Aproximadamente 650 carotenoides naturais foram isolados e caracterizados,

sendo o PB-caroteno, a-caroteno, B-criptoxantina, licopeno, luteina e zeaxantina os mais
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estudados por atuarem como antioxidantes no sistema biolégico, e pelos efeitos promotores
da salde humana, atribuidos a imunomodulagdo e reducdo do risco de contrair doencas
cronicas degenerativas e doencas cardiovasculares (RODRIGUES-AMAY A, 2008). Rufino et
al. (2010) estudando 18 frutos ndo tradicionalis, verificaram uma variagéo de 0,3 a 4,7 mg.100
g de polpa para o contetido de carotenoides totais, classificando-os em frutos com baixo e

alto potencial antioxidante, respectivamente.



Figura 5 — Biossintese de compostos fenolicos a partir da PAL
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De acordo com Santos et al. (2015), as enzimas antioxidantes em conjunto com
antioxidantes ndo enzimaticos sdo responsaveis pela conservacdo poés-colheita dos frutos
combatendo as EROs e reduzindo o estresse oxidativo. A dismutase do superoxido (SOD, EC
1.15.1.1) é uma metaloenzima antioxidante que catalisa a dismutacdo do radical superoxido
(02+) a perdxido de hidorgénio (H,0>) e oxigénio molecular (O,) (EQUACAO 1). A SOD
pertence a uma familia de enzimas com diferentes grupos protéticos em sua composicdo de
modo que a forma SOD-Cu/Zn est4 presente no citosol, enquanto qua a SOD-Mn esta na
mitocdndria. J& a catalase (CAT, EC 1.11.1.6) realiza a dismutacdo do peréxido de hidrogénio
em &gua e oxigénio molecular (POLLE, 2001; NORDBERG; ARNER, 2001), como mostrado
na equacao 2.

0:-+0:~+2H" — H:0:+0: (Eq- 1)

2H:0: — 2H:0 + 02 (Eq. 2)

2.5. Acido giberélico na pré-colheita de frutos

Os reguladores vegetais ou fitoreguladores sdo compostos que promovem, inibem,
ou modificam processos fisiologicos da planta. A aplicacdo exdgena de fitorreguladores na
pré-colheita de frutos vem sendo utilizada para induzir uma gama de respostas como a
manipulacdo de frutificacdo, o tamanho do fruto, o formato do fruto e a época de maturacéo
(CHITARRA; CHITARRA, 2005).

As giberelinas (GAs) constituem o grupo de reguladores vegetais mais utilizados
na fruticultura e, segundo MacMillan (2002), pelo menos 136 GAs foram identificadas e
compartilham uma estrutura quimica semelhante chamada ent-giberelano (FIGURA 6).
Dentre estas, o acido giberélico (GA3) (FIGURA 6) exerce diferentes papéis no metabolismo
vegetal, como estimulo da taxa fotossintética e aumento da producdo de carboidratos
necessarios para o crescimento dos frutos (DUARTE-FILHO et al., 2004).

Zhang e Whinting (2013), estudaram a influéncia de citocinina, GA; e furidone na
pré-colheita de cereja (Prunus avium L.) observaram que os principais atributos de qualidade,

tais como: peso, cor do exocarpo, teor de solidos soluveis e firmeza, foram afetados, por estes
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reguladores vegetais combinados ou sozinhos, e verificaram que o GA3 promoveu aumento no
tamanho, na firmeza e no teor de solidos sollveis em 15, 24 e 6%, respectivamente, quando
comparados ao controle, indicando o papel desse fitohorménio na promocéo a qualidade dos

frutos em questéo.

Figura 6 — Estruturas do ent-giberelano e acido giberélico

CH3

Acido Giberélico (GA3)

Fonte: Imagem adaptada de Taiz e Zeiger (2009).

Pereira et al. (2014) verificaram que a aplicacdo pré-colheita em flores de atemoia
‘Gefner’ de acido giberélico associada a auxina acido naftaleno acético (ANA) proporcionou
uma elevada frutificacdo, semelhante a polinizacdo artificial, além de frutos com boas
proporcoes de polpa, excelente contetdo de sélidos soliveis e sem sementes, que € uma
caracteristica de qualidade desejavel pelo mercado consumidor desse fruto.

Erogul e Sem (2015) investigaram os efeitos de GA3 aplicado na pré-colheita de
ameixa japonesa (Prunus salicina Lindl.) aos 12 e 14 dias apds a antese e observaram
aumento no diametro de 10,6%, no peso de 27,75%, na firmeza de 30,62% e nos sélidos

soluveis totais de 17,48%, quando comparados aos frutos controle.
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Mohamed et al. (2014) aplicaram 50 e 100 mg.L™ de GAs na pré-colheita de
tamaras ‘Barhee’ e observaram um aumento de 18% da atividade antioxidante total, em
relagdo aos frutos ndo tratados.

Pontes-Filho (2014) em uma continuacdo ao trabalho aqui proposto, com
aplicacdo pré-colheita de Gas em diferentes doses (0; 40, 60; 80; 120 e 180 mg L™) em
pedunculos de clones de cajueiro-ando CCP 76 e BRS 189, verificou melhoria dos atributos
de qualidade, como peso (153, 96 g), firmeza (18,04 N) e SS/AT (66, 87), além de um retardo
no tempo de maturacdo dos pedunculos de aproximadamente 8% em relacdo ao controle.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Localizagéo do experimento

O estudo foi desenvolvido no Campus Experimental de Pacajus, pertencente a
Embrapa Agroindustria Tropical, localizado a 50 km de Fortaleza-CE. Essa é uma regido de
transicdo entre o litoral e o semidrido, com latitude de 4°11°26,62” S, longitude de

38°29°50,78” W com altitude de 60 m acima do nivel do mar.
3.2. Conducéo do experimento

Foram utilizados dois pomares de cajueiro-ando. O primeiro pomar com area
correspondente a 0,75 hectares foi plantado em 1995 com mudas do clones CCP 76 e
espacamento de 4 x 7 m. O segundo pomar com o clone BRS 189, passou por praticas de
manejo de substituicdo de copa em 2011, possui area total de 1,2 ha e as plantas encontram-se
espacadas em 5 x 8 m. O delineamento experimental usado foi em blocos ao acaso com trés
repeticBes. Os tratamentos consistiam na aplicacdo em pré-colheita de quatro dosagens de
acido giberélico (GA3) em pedunculos de cajueiro-ando em estadio 1 (maturi com pedunculo
e castanha verde) (FIGURA 7).

Figura 7 — Estadio 1 (maturi) do peddnculo do cajueiro-ando

Foto: Frederico Silva The Pontes Filho
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Foram marcados 30 cajus, 15 unidades por planta, totalizando duas plantas por
parcela para cada um dos clones. Do total de 30 frutos, por tratamento, foram utilizados 25
frutos, devido as perdas (doencas, queda, pragas e etc.). Como fonte do &cido giberélico
(GAg3) fez-se uso do Pro Gibb®, com 10% do ingrediente ativo, combinado com espalhante
adesivo Tween 80 (monooleato de polioxietileno sorbitana), na concentracdo de 0,05% v/v.
As concentracdes utilizadas foram 0 (controle), 60, 120 e 180 mg L™. Correspondentes aos
seguintes tratamentos:

- Tratamento 1: pulverizacdo com 0 mg.L™" de GAs (Pulverizagdo com agua);

- Tratamento 2: pulverizacdo com 60 mg L™ de GAg;

- Tratamento 3: Pulverizagdo com 120 mg L™ de GAg;

- Tratamento 4: Pulverizacdo com 180 mg L™ de GAs.

A aplicacdo do produto foi realizada em toda a copa da planta, em quantidade
suficiente de solucdo para escorrer abundantemente sobre toda a planta, utilizando-se um
pulverizador costal com capacidade de 20 litros.

As aplicacBes de GA3 ocorreram nos dias 09 de outubro de 2012, no clone BRS
189 e 06 de novembro de 2012, no clone CCP 76. A colheita foi realizada manualmente, a
partir do segundo dia apds a pulverizacdo no estadio de maturacdo comercial e, se estenderam
até nove dias para 0 BRS 189 e treze dias para o CCP 76. Os frutos foram acondicionados em
caixas de colheita forradas com espuma de poliestireno e transportados para o laboratorio de

Pds-colheita da Embrapa Agroindustria Tropical em Fortaleza-CE

3.3. Avaliagdes

No laboratério de Pos-Colheita, os pedinculos foram processados utilizando
centrifuga domestica (Walita®) e a polpa analisada quanto aos contetdos de compostos
antioxidante, atividade antioxidante total e acidos fenolicos, sendo estas analises realizadas na
Embrapa Agroindustria Tropical, bem como quanto as atividades das enzimas antioxidantes e
fenilalanina amdnia liase realizadas no Laboratdrio de Bioquimica e Fisiologia de Frutos do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Cear3,

também em Fortaleza-CE.
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3.3.1 Compostos bioativos e atividade antioxidante

3.3.1.1 Carotenoides totais

Os carotenoides foram determinados pelo método de Higby (1962). Para a
extracdo, foram colocados 5 g da polpa mais 30 mL de alcool isopropilico e 10 mL de hexano
em um Erlenmeyer de 250 mL, e em seguida foram agitados por 1 min. Apés a agitacdo, o
contetdo foi transferido para um funil de separacdo de 125 mL envolvido com aluminio,
completando-se o conteldo com agua e deixando-se descansar por 30 min, fazendo-se a
lavagem logo em seguida. Apds trés descansos de 30 min, o conteudo foi filtrado através de
algod&o pulverizado com sulfato de sodio anidro P.A., para um baldo volumétrico de 50 mL
envolto em aluminio, completando-se o volume com 5 mL de acetona e o restante com
hexano. As leituras de absorbancia foram feitas a 450 nm e os resultados foram calculados
atraves da formula: (A x 100)/(250 x L x W), onde A = absorbancia, L = comprimento da
célula em cm e W = quantidade da amostra original no volume final da diluicdo e expressos

em mg 100.g™" de polpa.

3.3.1.2 Polifendis extraiveis totais (PET)

O extrato utilizado para determinar o contetdo de polifendis extraiveis totais
(PET) e a atividade antioxidante total (item 3.4.1.4) foi obtido conforme metodologia de
Larrauri, Ruperez e Saura-Calixto (1997). Amostras (2 g) de polpa foram suspensas em 4,0
mL de metanol 50%, homogeneizadas e deixadas em repouso por 1 h, a temperatura
ambiente. Posteriormente, o material foi centrifugado a 15.000 g, por 15 min, a 20 °C e 0
sobrenadante recolhido. O precipitado dessa extracdo foi ressuspenso em 4,0 mL de acetona
70%, homogeneizado, deixado em repouso por 1 h em ambiente e entdo, centrifugado a
15.000 g por 15 min, a 20 °C. O sobrenadante foi recolhido, colocado em baldo volumétrico
junto ao primeiro e o volume aferido para 10 mL com &gua destilada, sendo considerado o
extrato para as analises de polifendis extraiveis totais e atividade antioxidante total.

O contetdo de polifendis extraiveis totais (PET) foi determinado pelo método de
Folin-Ciocalteau (OBANDA; OWUOR, 1997) adaptado por Rufino et al. (2006). As leituras
das absorbéancias foram realizadas a 700 nm e o contetdo foi calculado com base em uma
curva padrdo de doses crescentes de acido galico 98% (0 — 50 ug) e os resultados foram

expressos em mg de &cido galico equivalente (AGE) 100.g™ de polpa.
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3.3.1.3 Acido cinamico e trans-cinamoil

O conteudo de &cido cindmico e trans-cinamoil foi determinado segundo Brito et al.
(2007), 5 g de polpa de caju foram centrifugadas a 5.000 g por 10 min, o sobrenadante foi
filtrado em filtro Syringe PTFE com didmetro de 13 mm e poro 0,22 um, seguido de analise
por LC-DAD-ESI/MS. A cromatografia liquida consiste em um equipamento de HPLC 250
(Varian, CA) acoplado com detector de arranjo de diodos (DAD) e um espectrémetro de
massas 500-MS IT (Varian, CA). As amostras foram percoladas através de uma coluna C18
(Varian Inc., Lake Forest, CA - 5 um, 250 x 2 mm) a temperatura constante de 30 °C. A fase
mdvel consistiu da combinacdo de reagente A (0,1% de acido férmico em agua) e B (0,1% de
acido formico em acetonitrila). O gradiente foi variado linearmente a partir de 10% a 26% B
(v/v) em 40 min, para 65% B a 70 min, e finalmente para 100% B a 71 min e mantido a 100%
B até 75 min. O fluxo de solvente foi de 400uL/min, o volume de inje¢ao de 20uL e uma
absorbancia mensurada em 245 nm. Os picos de acido cindmico e 1-O-trans-cinamoil-p-D-
glicopiranosideo foram identificados baseado no tempo de retencdo do padrdo de acido trans-
cindmico (Sigma, EUA) que foi quantificado, segundo uma curva de calibragdo com uma

solucdo padrao.

3.3.1.4 Atividade antioxidante total por ABTS o

A atividade antioxidante total (AAT) foi determinada pelo método ABTS
conforme metodologia desenvolvida por Re et al. (1999) adaptada por Rufino et al. (2006). A
técnica envolve a producéo direta do radical cromdforo ABTS™ através da reagdo de oxidagéo
entre a solucdo de 2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico (ABTS™) 7 mM com a
solucdo de persulfato de potéassio 140 mM mantida no escuro a temperatura ambiente por 12
h. A solucdo de ABTS™ foi diluida em etanol absoluto para uma absorbéancia de 0,70 + 0,05 a
734 nm, sendo a leitura espectrofotométrica realizada apds 6 min, a partir da mistura do
radical com o extrato, em um comprimento de onda de 734 nm. Utilizou-se uma aliquota de
30 pL de amostra e 3 mL de radical ABTS™ e uma curva foi gerada a partir dos valores das
absorbancias e das concentraces das amostras. Os valores da AAT foram obtidos
substituindo-se o valor de y na equagdo da reta pela absorbancia equivalente a 1.000 uM

Trolox, sendo os resultados expressos em pM trolox. g™ polpa.
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A partir de uma solucdo inicial de 10 mL de Trolox 2.000 uM (S1), utilizando
dilui¢des sucessivas, onde essas solugdes foram preparadas variando de 100 a 1.500 uM (S2 a
S5). Retirou-se 7,5 mL da S1 e completou-se com alcool etilico 95% para 10 mL em baldo
volumeétrico (S2), e assim sucessivamente ate a obtencdo da S5, ou seja, 0,5 mL da S4 para 10
mL de alcool etilico. Em ambiente escuro, foram transferidos 30 puL das solugdes preparadas
de Trolox de 100 uM a 2.000 uM para os tubos de ensaio, misturando com 3,0 mL da solucéo
do radical ABTSe+, sendo em seguida os tubos agitados. As leituras foram feitas em
espectrofotdbmetro a 734 nm, tendo sido realizadas 6 min apds a adicdo do radical. O
espectrofotobmetro foi calibrado com alcool etilico 95%, sendo obtidas as absorbéncias
correspondentes a cada concentracdo. Os valores de absorbancia obtidos na leitura foram
plotados com as concentracfes correspondentes em uma curva, onde o eixo Y (absorbancia) e
o X (concentragdo de Trolox em uM), sendo calculada a equacdo da reta. A partir da equacéo
da reta foi calculada a absorbancia referente a 1.000 uM Trolox, onde y = ax + b, sendo x =

1.000 uM Trolox e y = absorbancia correspondente a 1.000 uM Trolox.

3.3.2 Atividade das enzimas

3.3.2.1 Preparo do extrato para determinacéo da atividade das enzimas antioxidantes

Os extratos enzimaticos foram obtidos segundo metodologia descrita por Yang et
al., (2009) a partir do uso de 2 g de material fresco que foram resuspensos em 5 mL de
tampao fosfato monobasico de potassio 100 mM com EDTA 0,1 mM pH 7,0 em banho de
gelo. Essa suspensdo foi centrifugada a 12.000 g por 15 min a 4 °C. o sobrenadante foi
coletado e utilizado como extrato enzimatico, sendo posteriormente armazenados a -18 °C até

0 momento das analises.
3.3.2.2 Dismutase do superoxido (SOD, EC 1.15.1.1)

A atividade da enzima SOD foi determinada segundo Giannopolitis e Ries (1977)
baseada na fotorreducdo do azul de nitrotetrazolio (NBT) pela luz na presenca de riboflavina e
metionina. Aliquota de 0,05 mL do extrato enzimatico foi diluida em 1,0 mL do tampéo
fosfato de potassio a 50 mM, (pH 7,8) contendo EDTA 0,1 mM e metionina 19,5 mM. Na
auséncia de luz, foram adicionados 0,15 mL de NBT 750 mM e 0,3 mL de riboflavina 10
mM. A mistura de reacdo foi exposta a luz sob uma lampada fluorescente de 20 W por 15 min

e a absorbancia monitorada a 560 nm. Os resultados foram expressos em UA.mg™,
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considerando que uma unidade de atividade enzimatica (UA) é definida como a quantidade da
enzima da SOD necessaria para promover 50% de inibicdo da taxa de fotorreducdo do NBT
(BEAUCHAMP; FRIDOVICH, 1971).

3.3.2.3 Catalase (CAT, EC 1.11.1.6)

A atividade da enzima CAT foi determinada conforme método descrito por Beers-
Jr e Sizer (1952), com base na reducdo do perdxido de hidrogénio (H,O,). Em banho-Maria a
30 °C, o tampdo fosfato de potassio 0,1 M (pH 7,0) contendo EDTA 0,1 mM foi aquecido
durante 5 min e apos, foram adicionados 0,06 mL de H,O, 0,5 M e 0,03 mL do extrato
enzimatico, iniciando a reagdo. A atividade da CAT foi monitorada pelo decréscimo na
absorbancia a 240 nm durante 15 min e quantificada utilizando o coeficiente de extingéo

molar do H,0; (36 M™.cm™). Os resultados foram expressos em pmol H,0,.mg™.min™.

3.3.2.4 Fenilalanina amoénia liase ( PAL, E.C.4.3.1.5)

O extrato enzimatico e a atividade da PAL foram determinadas pelos métodos
descritos originalmente por Mori, Sakurai e Sacura (2001) e EI-Shora (2002). As enzimas
foram extraidas a partir de 1 g de polpa de caju homogeneizadas em 4 mL de tampao Tris-
HCI 100 mM pH 8,4, seguido de centrifugacdo a 10.000 g por 10 min a 4 °C, sendo o
sobrenadante considerado o extrato enzimatico.

A mistura reacional foi composta por 20 uL de B-mercaptoetanol 50 mM, 100 pL
do extrato, 580 pL do tampéo Tris-HCI 100 mM pH 8,4 e 200 uL de L-fenilalanina 40 mM. A
reacao foi incubada a 30 °C por 60 min, e apos esse periodo, sendo interrompida com 100 pL
de HCI 6 M. Para cada amostra foi feito uma solucdo controle na qual a solucdo de L-
fenilalanina foi adicionada somente ap0s a interrupcdo da reacdo. Entdo, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 g por 10 min a temperatura ambiente. A absorbancia a 290 nm foi
monitorada e a atividade da PAL foi medida em triplicata e calculada com base em uma curva
padrdo tendo como referéncia o acido trans-cindmico. Os resultados foram expressos em

pmol de 4cido trans-cinamico. g™.
3.3.3 Andlise estatistica

O experimento foi conduzido em Delineamento em Blocos Casualizados (DBC)

em ensaio fatorial 2x4 (clones x doses de GAg3). A area experimental foi subdividida em trés
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blocos. As repeticdes foram constituidas pelo niumero de blocos. Cada tratamento foi
composto por 25 peddnculos e as analises foram realizadas em triplicatas. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) realizada com auxilio do software Assistat 7.7
beta (Paraiba, Brasil) e as médias das analises foram comparadas pelo teste de Tukey a 0,05
de significAncia. Também foi realizado analise de correlacdo de Pearson da atividade

antioxidante versus compostos bioativos para cada clone.



32

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Compostos fenolicos e atividade da PAL

De acordo com a anélise estatistica, o contedo de polifendis extraiveis totais
(PET) néo foi significativamente diferente entre os tratamentos ou entre os clones (FIGURA
8). No tratamento controle, o clone BRS 189 apresentou 106,84 mg AGE.100 g™ de polpa,
enquanto, o clone CCP 76 foi 92,81 mg AGE.100 g™ de polpa.

Figura 8 — Contetdo de polifenois extraiveis totais em pedinculos de clones de cajueiro-ando
CCP 76 e BRS 189 com diferentes doses de GA3. Pacajus-CE, 2012.
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de GAsz dentro de cada clone. Letras iguais ndo diferem entre si estatisticamente ao nivel de 5% de significancia

pelo teste de Tukey.

Conforme estudo realizado por Abreu (2007), o clone de cajueiro BRS 189 no
estadio de maturacdo comercial, apresentou média de 171,43 mg AGE.100 g de polpa e o
clone CCP 76 no mesmo estadio com média de 104,07 mg AGE.100 g™ de polpa, valores
numericamente superiores aos encontrados nos presente estudo, principalmente, com relacao
ao clones de cajueiro BRS 189, cujos valores encontrados por Abreu foram cerca de 65%

maiores, ja Lopes et al. (2012) encontraram para os clones de cajueiro BRS 189 e CCP 76,
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valores de PET de 54,85 e 64,01 mg AGE.100 g* de polpa, respectivamente. Apesar dos
valores de polifendis extraiveis totais encontrados neste estudo mostraram-se dentro da faixa
de PET, aos encontrados pelos autores acima citado, os resultados, entretanto, apresentaram-
se algumas variacdes, provavelmente devido as diferencas de solo, condi¢des climaticas,
condicdes de armazenamento pos-colheita, e mesmo o método de extracdo entre os referidos
estudos.

Dentre os fenolicos, nesse estudo foram identificados 4&cidos fenolicos
hidroxicindmicos como &cido trans-cindmico e 1-O trans-cinamoil. Para o acido cindmico,
ndo foi significativamente diferente entre os tratamentos ou entre os clones (FIGURA 9). O
controle do clone BRS 189 apresentou 15,72 mg.100 g de polpa, enquanto que o do clone
CCP 76 apresentou 13,66 mg.100 g™ de polpa, com um tempo de retencdo (TR) de 22,43 min
(Dados ndo mostrados). O conteudo de acido cinamico esta ligado a atividade da enzima PAL
(FIGURA 11) que atua no metabolismo secundario, sendo o &cido trans-cindmico o primeiro

produto da via de biossintese dos compostos fendlicos.

Figura 9 — Contetdo de acido trans-cinamico em pedunculos de clones de cajueiro-ando CCP
76 e BRS 189 com diferentes doses de GAs. Pacajus-CE, 2012.

Mlccrs
18 - Aa []BRs 189

Aa

14 4 Aa Aa

Acido Cinamico (mg.100 g~ I )

0 60 120 180
GAs (meL ™))
A3 (mg.
Letras maiusculas representam as diferencas entre clones. Letras minusculas representam diferencas entre doses

de GA; dentro de cada clone. Letras iguais ndo diferem entre si estatisticamente ao nivel de 5% de significancia
pelo teste de Tukey.
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Todavia, o contetdo de 1-O trans-cinamoil apresentou diferencas significativas ao
nivel de 5% de probabilidade entre os clones BRS 189 e CCP 76, mas ndo entre 0S
tratamentos com GA; (FIGURA 10). O controle dos pedunculos de cajueiro-ando do clone
BRS 189 apresentou 51,25 mg.100 g™ de polpa sendo superior em 31,12% ao do clone CCP
76. O 1-O trans-cinamoil esta relacionado a sintese de compostos volateis, assim, 0s
resultados deste estudo, sdo indicativos que os pedinculos de cajueiro-ando do clone BRS 189

apresentam-se mais atrativo quanto ao aroma em comparacgao ao clone CCP 76.

Figura 10 — Contetdo de 1-O trans-cinamoil em peddnculos de clones de cajueiro-ando CCP
76 e BRS 189 com diferentes doses de GAs. Pacajus-CE, 2012.
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Michoudjehoun-Mestres et al. (2009) observaram diferencas significativas entre
clones de cajueiro-ando em estadio maduro, cuja concentracdo minima obtida de 1-O trans-
cinamoil-B-D-glicopironose foi de 6,2 mg.100 g™ de polpa para o clone CCP 76 e a maxima
foi no clone EMBRAPA 50 com média de 20 mg.100 g™ de polpa. Ja S& (2012) encontrou
variacdo de 0,036 a 0,071 mg.100 mL™ desse composto, em 55 °C/5 min e 75 °C/60 min,



35

respectivamente. Tais resultados s&o bem inferiores ao obtidos nesse experimento,
possivelmente, a elevacdo da temperatura no estudo de Sa degradou algum composto bioativo
pelo rompimento da parede celular. Outra justificativa para a discrepancia entre o contetdo de
1-O-trans-cinamoil encontrado neste estudo aos encontrados pelos autores acima citados seria
o fato da utilizacdo de diferentes métodos laboratoriais de extracdo, impossibilitando assim a
comparacdo dos resultados, pela inexisténcia de um método em comum.

A fenilalanina aménia liase (PAL) € a enzima que catalisa a desaminacdo da
fenilalanina com producdo de acido trans-cindmico, sendo essa reacdo a primordial na
formacéo dos compostos fendlicos. Nesse estudo, a atividade da PAL diferiu estatisticamente
ao nivel de 5% entre os tratamentos de GAs e entre os clones (FIGURA 9). Para o clone CCP
76, 0 tratamento com 180 mg.L™ de GA; resultou em queda em 51% na atividade da PAL de
3,01 para 1,49 pmol 4cido trans-cinamico.g™ de polpa. J4, para o clone BRS 189, o resultado
foi inverso, a aplicagdo de GAs resultou em um aumento significativo de 52% na atividade da
PAL que foi de 0,39 para 0,79 pmol &cido trans-cindmico.g™ de polpa, com 180 mg.L™. A
atividade da PAL é um é influenciada por condicdes de estresse nos tecidos vegetais, seja pela
acdo de agente biotico ou abidtico, sugerindo desde modo que 0 GA3z atuou como um estresse,
mas apenas na concentragdo de 180 mg.L™ para ambos os clones de cajueiro-anio, fato ainda
ndo bem elucidado.

Dentre os clones de cajueiro-ando avaliados, o CCP 76 apresentou uma atividade
da PAL significativamente maior do que o clone BRS 189, esses resultados, corrobora com 0s
resultados apresentados por Cunha (2015), que ao avaliar a atividade de enzimas da via da
sintese dos fendlicos em pedunculos de clones de cajueiro-ando, verificou que no estadio de
maturacdo comercial o clone CCP 76 foi superior 66% ao clone BRS 189 em atividade da
PAL. Apesar, da maior atividade da PAL no clone CCP 76 e da influéncia do GA3 sobre essa
enzima, a atividade da PAL foi relativamente baixa, o que pode justificar o fato de tal enzima
nesse estudo ndo influenciar no conteudo de fendlicos totais (FIGURA 8) ou de acido trans-
cindmico (FIGURA 9), e esse clone apresentou um conteido estatisticamente menor de trans-
cinamoil (FIGURA 10).
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Figura 11 — Atividade da fenilalanina amdnia liase em pedunculos de clones de cajueiro-ando
CCP 76 e BRS 189 com diferentes doses de GAs. Pacajus-CE, 2012.
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4.2 Carotenoides totais (CT)

O conteudo de carotenoides totais ndo mostrou diferencas estatisticas entre 0s
tratamentos ou entre os clones avaliados (FIGURA 12). O controle do clone BRS 189
apresentou contetido de 0,74 mg.100 g™ de polpa enquanto que os do CCP 76 apresentaram
0,87 mg.100 g™ de polpa.

O conteudo de carotenoides totais neste estudo foi inferior para o clone de
cajueiro-ando BRS 189 e superior para o clone CCP 76 quando comparados aos encontrados
por Abreu (2007) que obteve 0,939 e 0,441 mg.100 g™ de polpa para os clones BRS 189 e
CCP 76, respectivamente. Entretanto, Lopes et al. (2012) encontraram valores de CT 0,4
mg.100 g™ de polpa para o clone CCP 76 e 0,32 mg.100 g™ de polpa para o clone BRS 189,
esses valores foram bem inferiores ao encontrados neste estudo, tal fato pode ser explicado

pelas condi¢des de campo diversas em cada ano dos referidos estudos, no qual muitos fatores
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tais como; localizacdo geografica, a estacdo do ano, as condic6es de colheita, tém influéncia
na sintese de carotenoides.

Figura 12 — Conteudo de carotenoides totais em pedinculos de clones de cajueiro-ando CCP
76 e BRS 189 com diferentes doses de GAs. Pacajus-CE, 2012.
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4.3 Atividade antioxidante total (AAT)

A atividade antioxidante total em peddnculos de cajueiro ndo foi influenciada de
forma significativa pela aplicacdo pré-colheita de acido giberélico (FIGURA 13). O controle
do clone BRS 189 apresentou uma AAT de 10,49 pmol Trolox. g™ de polpa e o do clone
CCP 76 foi 10,68 umol Trolox. g™ de polpa.
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Figura 13 — Atividade antioxidante total em peddnculos de clones de cajueiro-ando CCP 76 e
BRS 189 com diferentes doses de GAs. Pacajus-CE, 2012.

Il ccp 76
[IBRs 189

14 -

12 A
Aa Ag

—_
(=]
1

Aa
Aa

Aa

AAT (umol trolox.mg” I )

¢} 60 120 180
GA4 (mg.L'l)
Letras maiusculas representam as diferencas entre clones. Letras mindsculas representam diferencas entre doses
de GA;z dentro de cada clone. Letras iguais ndo diferem entre si estatisticamente ao nivel de 5% de significancia
pelo teste de Tukey.
Os resultados observados para a AAT condizem com os de PET (FIGURA 8) e

carotenoides totais (FIGURA 12), os quais ndo sofreram influéncia dos tratamentos. Abreu
(2007) registrou AAT em pedinculos de cajueiro-ando 17,01 e 12,28 umol Trolox. g* de
polpa em clones BRS 189 e CCP 76, respectivamente, valores superiores ao encontrados no
presente estudo. Rufino et al. (2012) também avaliaram pedunculos de cajueiro e reportaram
valores de 11,2 pmol Trolox. g™ de polpa; j& Lopes et al. (2012) encontraram uma maior
atividade antioxidante em pedtnculos de clones de cajueiro-anéo, 36,62 pmol Trolox. g™ de
polpa para o clone BRS 189 e 41,45 pmol Trolox. g™de polpa, para o clone CCP 76.

S4 (2012) identificou em suco de caju variagdo de 0,02 a 7,11 pmol Trolox. mL™
em 65 °C/ 60 min e 95 °C/60 min, respectivamente, estes valores foram bem inferiores aos
obtidos neste trabalho, estas diferencas podem ser devido ao tipo de amostra, pois utilizou
suco processado e o presente estudo polpa de caju, como também a utilizacdo de tratamento
térmico no experimento de Sa. Mohamed et al. (2014) determinaram a atividade antioxidante
total de tAmaras ‘Barhee’ tratadas com GAgz (50 e 100 mg.L™) na pré-colheita. Esses autores

relataram uma reducédo de 18% da AAT em frutos tratados com GA3z com relagdo a frutos ndo
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tratados, sugerindo que o tratamento com GA; é ineficaz na promocdo da atividade
antioxidante em fruto.

Com o objetivo de identificar a contribuicdo dos compostos antioxidantes
avaliados para a atividade antioxidante total dos pedunculos de cajueiro-ando, foi realizada a
analise de correlacdo de Pearson (TABELA 1). Os resultados mostraram que o contetdo de
polifendis e carotenoides se correlacionaram positivamente a atividade antioxidante nos dois
clones estudados, entretanto apenas o contetdo de CT foi significativo ao nivel de 5%. Ja, o
contetdo de &cido cinamico e de trans-cinamoil se correlacionou de forma negativa, para o
clones BRS 189, contudo ndo diferiram estatisticamente.

Correlagdes diretas entre atividade antioxidante total e compostos bioativos tém
sido verificadas em muitos estudos. Abreu (2007) aplicou correlacdo de Pearson entre
carotenoides e compostos fenolicos com AAT em pedunculos de clones de cajus e verificou
correlacdo positiva para a variavel polifendis (p< 0,01; r= 0,77), entretanto a variavel
carotenoides totais (r= 0,16) ndo foi significativo (p>0,05). Rufino et al. (2010) estudando
dezoito frutos ndo tradicionais, verificaram correlacéo positiva para o conteudo de compostos
fendlicos e AAT (r=0,92; p< 0,01).

Tabela 1 — Correlacdo de Pearson entre os compostos bioativos e a atividade antioxidante
total em pedunculos de clones de cajueiro-ando CCP 76 e BRS 189 com diferentes doses de
GA:s. Pacajus-CE, 2012.

Correlacdo com AAT

Variavel
CCP 76 BRS 189
Polifendis extraiveis totais 0,84"™ 0,81"™
Carotenoides totais 0,45 "™ 0,95*
Acido cinamico -0,89™ -0,52"™
Acido trans-cinamoil 0,43™ -0,31"™

* Correlagdo significativa ao nivel de 5% de probabilidade

™ correlagdo néo significativa

Ja, Lopes et al. (2012) verificaram em pedunculos de clones de cajueiro-ando
correlacdo positiva entre PET e AAT (r= 0,90; p< 0,01), entretanto, ndo foi obtida correlacédo
significativa para o contetdo de carotenoides totais, e Mohamed et al. (2014), identificaram
correlagdo positiva entre polifendis e AAT em timaras ‘Barhee’ com r= 0,21 ao nivel 5% de

probabilidade. De acordo com Heim et al. (2002) os compostos fendlicos sdo 0s maiores
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responsaveis pela atividade antioxidante em frutos. Mas nesse estudo, apenas o contetido de
carotenoides totais apresentou uma importante contribuicdo para AAT e de modo geral, 0s

compostos bioativos reafirmam seu reforgo na acdo antioxidante.
4.4 Atividades de enzimas antioxidantes

4.4.1 Dismutase do Superoxido (SOD)

A atividade da SOD apresentou diferenca estatistica ao nivel de 5% entre os clones, mas
apenas para 0 tratamento com 180 mg.L™ de GA; no clone BRS 189, esse tratamento
resultou em declinio na atividade da SOD que foi menor 419,59 UA.g™ de polpa em relagdo
ao controle, 830,85 UA.g™ de polpa (FIGURA 14).

Figura 14 — Atividade da dismutase do superdxido em pedunculos de clones de cajueiro-ando
CCP 76 e BRS 189 com diferentes doses de GA3. Pacajus-CE, 2012.
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A SOD representa um papel de grande importancia no metabolismo antioxidante
de pedunculos de cajueiro, destacando nesse estudo o clone BRS 189 no qual a atividade foi

superior ao clone CCP 76 em torno de duas vezes. A dismutase do superoxido é considerada
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como a primeira linha de defesa do sistema enzimatico antioxidante, agindo contra o radical
livre superoxido, no qual o converte em peréxido de hidrogénio que posteriormente seré
decomposto por outras enzimas.

A baixa atividade enzimética da SOD pode ser atribuida a condigdes especiais de
estresses, sugerindo desde modo que o GAs agiu como antagonista da atividade antioxidante
da dismutase do superéxido no clone BRS 189 entre os tratamento 60, 120 e 180 mg.L™ de

GAs.
4.4.2 Catalase

A atividade da catalase nos pedunculos avaliados ndo diferiu entre os tratamentos
com GA3 nem entre os clones (FIGURA 15). O controle do clone BRS 189 teve 15,28 pumol
H,0,.g".min" e 0 do CCP 76 foi 17,54 umol H,0,.g'1.min™". A catalase é uma enzima de
defesa contra danos oxidativos causados por EROs. Esta enzima é capaz de decompor

perdxido de hidrogénio formado pela agdo da SOD em oxigénio e agua.

Figura 15 — Atividade da catalase em pedunculos de clones de cajueiro-ando CCP 76 e BRS

189 com diferentes doses de GA3. Pacajus-CE, 2012
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Lopes et al. (2012) avaliando pedinculos de clones de cajueiro-ando, em
diferentes estadios de maturagdo, observaram que a atividade da CAT no clone CCP 76 e no
BRS 189 ndo diferiram estatisticamente, de forma semelhante ao presente estudo.
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5. CONCLUSAO

A aplicagdo pré-colheita de GA; influenciou de forma significativa a atividade da PAL e da
SOD em ambos os clones, porém ndo afetou o conteddo de fendlicos e carotenoides, a
atividade antioxidante total e a atividade da catalase.

O GA; reduziu a atividade da enzima SOD no clone BRS 189 e a atividade da PAL no clone

CCP 76, contudo promoveu acréscimo na atividade da enzima PAL no clone BRS 189.
A atividade antioxidante total esta correlacionada ao contetdo de carotenoides.

O clone BRS 189 de cajueiro-ando se apresentou como melhor fonte de antioxidantes devido
ao maior contetdo de trans-cinamoil e da atividade da SOD.
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APENDICE A - MEDIA DOS VALORES POLIFENOIS ESTRAIVEIS TOTAIS
(PET), CAROTENOIDES TOTAIS (CT), ACIDO TRANS-CINAMICO E TRANS-
CINAMOIL DE PEDUNCULOS DE CAJUEIRO ANAO-PRECOCE CCP 76 E BRS
189 COM DIFERENTES DOSES DE GA;z. PACAJUS-CE, 2012.

PET (mg AGE.100 g™)
Doses (mg.L™ GAs)

CLONES 0 60 120 180 Média
CCP 76 92,81a 85,74 a 84,63 a 85,42 a 87,15 A
BRS 189 106,84 a 83,27 a 89,85 a 104,72 a 96,17 A

CV (%) 21,55

CT (mg.100 g™)
Doses (mg.L™ GAs)

CLONES 0 60 120 180 Média
CCP 76 0,876 a 0,760 a 0,586 a 0,528 a 0,687 A
BRS 189 0,741a 0,607 a 0,686 a 0,806 a 0,710 A

CV(%) 26,72

Acido trans-cinamico (mg.100 g*)
Doses (mg.L™* GAy)

CLONES 0 60 120 180 Média
CCP 76 13,66 a 14,70 a 15,36 a 14,73 a 14,61 A
BRS 189 15,72 a 14,47 a 17,03 a 13,79 a 15,25 A

CV(%) 13,95

trans-cinanoil (mg.100 g)
Doses (mg.L™ GAs)

CLONES 0 60 120 180 Média
CCP 76 35,30 a 34,76 a 31,05a 31,40 a 33,13 B
BRS 189 51,254 4139a 48,76a 39,94 a 45,3363 A

CV(%) 22,19

Médias seguidas da mesma letra mindscula na linha e maitscula na coluna, néo diferem entre si
pelo teste Tukey, a 5% de significancia
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APENDICE B — MEDIA DOS VALORES FENILALANINA AMONIA LIASE (PAL),
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL (AAT), DISMUTASE DO SUPEROXIDO
(SOD) E CATALASE (CAT) DE PEDUNCULOS DE CAJUEIRO ANAO-PRECOCE
CCP 76 E BRS 189 COM DIFERENTES DOSES DE GA3z. PACAJUS-CE, 2012.

PAL (umol Acido trans-cindmico. g)

Doses (mg.L™ GAs)

CLONES 0 60 120 180 Média
CCP 76 3,0la 2,44 a 2,64 a 149D 2,39 A
BRS 189 0,39b 0,57a 0,80a 0,79a 0,64B
CV (%) 25,68
AAT (umol Trolox.mg™)
Doses (mg.L™ GA;)
CLONES 0 60 120 180 Média
CCP 76 10,68 a 8,35a 7,99 a 9,66 a 9,17 A
BRS 189 10,49 a 9,32a 9,72a 11,97 a 10,38 A
CV (%) 25,83
SOD (UA.g™)
Doses (Mmg.L™ GAs)
CLONES 0 60 120 180 Média
CCP 76 494,07 ab 706,24 a 282,45Db 697,94a 545,17B
BRS 189 830,85 a 762,69ab 745,98 ab 41959a 689,78 A
CV (%) 25,39
CAT (umol H,0,. g™* min™
Doses (Mmg.L™ GAs)
CLONES 0 60 120 180 Média
CCP 76 17,54 a 13,99 a 11,77 a 14,23 a 14,38 A
BRS 189 15,28 a 15,66 a 17,45a 17,62a 16,5054 B
CV (%) 21,45

Médias seguidas da mesma letra minudscula na linha e maitscula na coluna, ndo diferem entre si pelo

teste Tukey, a 5% de significancia.



