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RESUMO

O Cajueiro (Anacardium occidentale L.) € uma planta com uma grande importancia social e
econémica no Nordeste do Brasil. O bagaco do pedinculo do caju é uma das maiores fontes
de residuos (90-94%) produzidos pela industria cajueira. Neste estudo, foram preparadas
cinzas do bagaco e submetidas a analise da composicdo e a testes de atividade antifungica in
vitro contra espécies de Fusarium. Esta analise indicou uma cristalinidade em torno de 73%,
correspondendo as seguintes fases sollveis: carbonato acido de potéassio - KHCO3 (39,54%),
sulfato de potassio - K;SO,4 (24,87%), e estruvita-K - MgKPO, « 6H,0 (8,59%). As fases
amorfas (cerca de 27%) foram identificadas como a fracdo insollvel de cinzas. A solucédo
apresentou alta atividade antifungica contra F. oxysporum, F. moniliforme e F. lateritium. Sua
acdo foi maior do que o Cercobin® (tiofanato metilico), indicando uma possivel utilizacéo
como um agente antifingico ndo téxico.

Palavras-chave: atividade antifingica, caracterizacdo, pedunculo do caju, Fusarium,

residuos.
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ABSTRACT

Cashew (Anacardium occidentale L.) is a plant with a highly social and economic importance
in Northeast Brazil. Cashew peduncle bagasse is one of the greatest sources of residues (90—
94%) produced by the cashew agronomic industry. In this study, we prepared cashew
peduncle bagasse ashes and submitted them to compositional analysis and tests for antifungal
activity in vitro against Fusarium species. This analysis indicated a crystallinity around 73%,
corresponding to the following soluble phases: acid potassium carbonate- KHCOj3 (39.54%),
potassium sulfate - K,SO, (24.87%), and struvite-K - MgKPO4-6H,0 (8.59%). The
amorphous phases (around 27%) were identified as the insoluble fraction of ashes. The
solution showed high antifungal activity against F. oxysporum, F. moniliforme and F.
lateritium. This activity of this product was greater than that of Cercobin® (thiophanate-
methyl), indicating a possible use of this material as a non-toxic antifungal agent.

Keywords: antifungal activity, compositional analysis, Fusarium, cashew peduncle, residues.
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INTRODUCAQO

CAJUEIRO

No setor de fruticultura em geral, o Brasil se encontra entre os maiores produtores
mundiais de caju (3° lugar). Em 2007, a producdo foi em torno de 43 milhGes de toneladas,
ficando atras apenas da China (1° lugar — 175 milhdes de toneladas) e da India (2° lugar — 57
milhdes de toneladas). No ranking de exportagdes, o Brasil ocupa o 15° lugar, j& que a maior
parte da producdo é consumida (in natura e industrializada) no proprio pais (CORREA,
2008).

O cajueiro (Fig. 1) pertence a familia Anacardiaceae, género Anacardium L., espécie
Anacardium occidentale L.. O cajueiro é dividido em dois grupos, comum e ando

(Anacardium occidentale L. var. nanum), de acordo com seu porte ( PINHO, 2009).

\ o M

Figura 1. (A) Cajueiro (em arvore) na Universidade do Vale do Acaral em Sobral-CE e em (B)
detalhes da frutificacdo (visaoglobal.org)

(A)

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) é nativo do Brasil, encontrado principalmente
nas Regides Norte e Nordeste e se destaca entre as plantas frutiferas. Este agronegdécio da
regido Nordeste se destaca na economia do pais devido a alguns fatores como a alta
empregabilidade (somente no Cearad as indlstrias de beneficiamento de castanha de caju
empregam aproximadamente 20 mil funcionarios além de oferecer 280 mil postos de trabalho
no campo); extensdo da area explorada (a area colhida, em 2007 foi de 727.082 hectares
(IBGE, 2008) e também, pela exportacdo de produtos (MAZZETO et al., 2009). Os Estados
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do Piaui, Rio Grande do Norte e Ceara concentram mais de 90% da producio (FIGUEIREDO
JR., 2008). A producdo anual do Nordeste é de aproximadamente 200 mil toneladas da
améndoa (castanha) e 2 milhdes de toneladas de pedunculo (OLIVEIRA & ANDRADE,
2007).

No Ceard, o inicio da cultura do cajueiro ando precoce aconteceu em Pacajus no ano
de 1965, no Campo Experimental do Ministério da Agricultura. O governo disponibilizou,
nessa época, uma colecéo de 36 matrizes de cajueiro para pesquisas (obtidas no municipio de
Maranguape-CE). Foi desenvolvida uma metodologia de melhoramento genético no Campo
de Pacajus, resultando na producéo de diversos clones comerciais como o CCP 06 e CCP 76
(1983); CCP 09 e CCP 1001 (1987), ainda disponiveis no mercado (BARROS et al., 1998).

Perene, de ramificacdo baixa e porte médio, o cajueiro pode atingir até 20 metros de
altura (SEBRAE, 2005). Apresenta flores masculinas e hermafroditas na mesma
inflorescéncia, folhas glabras e fruto reniforme (MAZZETO et al., 2009). O inicio do
florescimento do cajueiro ando acontece por volta do 1° ou 2° ano e a do cajueiro comum, no
2° ou 3° ano. A frutificacdo completa acontece de 60 a 65 dias apos a floracdo (SEBRAE,
2005).

Estudos comprovam atividades bioldgicas do cajueiro (Anacardium occidentale L.):
atividade antimicrobiana sobre espécies de Streptococus em biofilme dental (MELO et al.,
2006); atividade antibacteriana em espécies multiresistentes de Staphylococus aureus (SILVA
et al., 2007); acdo antiinflamatéria (FALCAO et al., 2005) e acdo hipoglicemiante
(BARBOSA FILHO et al., 2005). Na regido nordeste, a populagdo faz uso do cajueiro na
medicina tradicional como analgésico para dor de dente e colicas, antiinflamat6rio para
problemas de garganta e também, como antidiabético (MOTA, 2004; AGRA et al., 2007).

CAJU

Na realidade, o que chamamos de polpa ou fruto é o pedinculo (MAZZETO et al.,
2009), que pode ser encontrado, no Brasil, com duas variedades de cores, vermelho e amarelo
(ALCANTARA et al., 2008). Sua polpa possui um aroma caracteristico, com coloracéo
amarelo péalido, de aspecto macio e fibroso, adstringente e acido (CHITARRA, 2005).

Segundo Mazzeto e colaboradores (2009) “o caju tem 0 pedunculo bem desenvolvido,
por isso é confundido com o fruto verdadeiro, a castanha (Fig. 2) que € um fruto seco, preso

ao pericarpo apenas por uma ponta, de tamanho varidvel, casca coriacea lisa e mesocarpo



17

alveolado”. Possui uma grande quantidade de LCC (liquido da casca da castanha), um
subproduto que ndo agrega valores significativos; viscoso e de coloracdo castanho escuro
(CHAVES et al., 2008; MAZZETO et al., 2009). Contém os compostos fenolicos acido
anacardico, cardanol e cardol. Ao estudarem o extrato etandlico de cascas do caule do
cajueiro, Chaves e colaboradores (2008) isolaram e identificaram alguns compostos como
palmitato, sitosterol, oleato e linoleato de sitosterila e também, uma mistura dos acidos
anacardicos monoeno e dieno. O LCC é utilizado na industria de plasticos, vernizes, isolantes
(ALCANTARA, 2008) e na fabricaco de lubrificantes e aditivos (MAZZETO et al., 2009).

Figura 2. Caju (Anacardium occidentale L.) de pedunculo vermelho, com indicacdo do fruto
(castanha) e do pseudofruto (pedinculo).

O peddnculo (pseudofruto) é um alimento com uma composi¢do nutricional muito rica
(Tab. 1), com vitaminas, sais minerais, taninos, carboidratos, etc. (SEBRAE, 2005). E
bastante perecivel o que se explica, em parte, pela delicadeza da “casca” ou pelicula do fruto
fresco que contém uma mucilagem propicia a proliferacdo de fungos e também, pelas
condicBes especiais necessarias para 0 manuseio e também para o transporte e processamento
(ALCANTARA, 2008).
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Tabela 1. Composic¢do nutricional do pedunculo de caju (in natura).

Componente Quant.
UMIDADE (%) 86
PROTEINA BRUTA (%) 0.7
CALCIO (mg/100g) 14,5
FOSFORO (mg/100g) 33.4
FERRO (mg/100g) 0,35
TANINO (%) 0.37
ACIDO ASCORBICO (mg/100 g) 200
ACUCARES TOTAIS (%) 8.35
VITAMINA A (UL) 10,8

Fonte: SEBRAE, 2005.

RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

Como podemos definir lixo e residuo? Alguns autores tratam as duas palavras como
sinbnimas, conceituam o lixo como um residuo proveniente de atividades humanas
consideradas inuteis ou indesejaveis (ABNT, 1985; LIMA, 1991; CONDER, 1994); e outros
acreditam que sdo definicbes diferentes, onde o0s residuos sdo sobras que podem ser
aproveitadas, ou seja, ttm um valor econdmico agregado; e define lixo como algo que nao
pode mais ser aproveitado (DEMAJOROVIC, 1995; CALDERONI, 1998).

A grande quantidade de residuos solidos gerados pelas agroindustrias implica num
sério problema para o meio ambiente (PINTO et al., 2006). Entdo, o que fazer com esses
residuos? Reciclar ou aproveitar? O que fazer para que 0 meio ambiente ndo sofra maiores
danos? E para reduzir os custos e o consumo de energia na producdo de materiais? Na
literatura encontramos diversos estudos para o aproveitamento dos subprodutos
agroindustriais (residuos ou cinzas): fabricagdo de tijolos de terra crua com o uso do residuo
da castanha do caju para reduzir custos na construcdo de casas de interesse social (SILVA et
al., 2005); producédo de pectinases (enzimas) por meio de fermentacdo semi-solida com o
pedunculo seco de caju (ALCANTARA, 2008);

As agroindustrias de caju geram residuos (bagago ou fibra de caju) que, normalmente,
séo reaproveitados para enriquecer ragdo animal ou na maior parte, sao descartados. O bagaco
do peddnculo do caju (Fig. 3) € o subproduto apos a extracdo do suco (AGRIANUAL, 2007).
Mesmo levando em consideracdo o aproveitamento do pedunculo na producdo de sucos,
geléias, doces, farinhas, 80 % do pedunculo gerado é desperdicado (MOREIRA et al., 2009).
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Figura 3. Bagaco do pedunculo do caju (ap6s extracao do suco).

A lei N° 12.305, de 02 de agosto de 2010, institui a Politica Nacional de Residuos
Soélidos. Para efeitos desta lei, residuo solido é definido como material, substancia ou bem
descartado proveniente de atividades humanas, no estado sélido ou semissolido, assim como
gases ou liquidos que causem danos a rede publica de esgoto ou corpos d’agua. Estes residuos
sdo classificados quanto a origem e quanto a periculosidade. Em relagdo & origem, podem ser:
industriais (sdo provenientes do processo produtivo e das instalagdes industriais),
domiciliares, de servicos de salde, de construcdo civil, de estabelecimentos comerciais e
prestadores de servicos, etc. Quanto & periculosidade, sdo classificados como perigosos e ndo-
perigosos (BRASIL, 2010).

O desperdicio de alimentos produzidos no Brasil € muito alto, aproximadamente um
terco de toda a producdo se transforma em residuo. Com tanta pobreza em nosso pais, €
preciso despertar para uma mudanca de atitude, buscando ac¢des que incentivem e disseminem
0 aproveitamento integral dos alimentos (COUTO et al., 2004).

Habitualmente aproveitado na racdo animal, o bagaco do peddnculo de caju na
alimentacdo humana traz uma nova perspectiva de formas alternativas de consumo. Este
residuo, em testes sensoriais, mostrou um aspecto fibroso e aroma adstringente caracteristico
do caju (MATIAS et al., 2005).

Proprietario de uma empresa que produz e exporta castanha de caju (Cione -
Companhia Industrial de Oleos do Nordeste), o industrial cearense Jaime Aquino, vem
combatendo ha mais de 30 anos o desperdicio do pedunculo e tentando difundir as qualidades
nutritivas do caju, sendo responsavel pelo desenvolvimento de tecnologia para a utilizacdo da

fibra (bagaco) na preparacdo de diversos pratos (www.sfiec.org.br). Gracas as idéias do
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empresario, em julho de 2007, o caju passou a fazer parte do carddpio do Programa SESI
Cozinha Brasil. Este programa foi lancado em 2004 e foi implantado em todo o Brasil com o
objetivo de promover a producdo e o consumo de uma alimentacéo de alto valor nutricional e
baixo custo, com a realizacdo de cursos para funcionarios de empresas e comunidades
carentes. O Cozinha Brasil incorporou o projeto de receitas regionais objetivando identificar
alimentos in natura (de larga producéo) nas regides brasileiras, com alto valor nutricional, de
grande desperdicio e também, de facil acesso para a populacdo local. Com a parceria da
Universidade Federal do Ceara e da Embrapa (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria),
a equipe técnica do SESI adaptou as sugestdes de Jaime Aquino as diretrizes do Programa
Cozinha Brasil. Foram desenvolvidos pratos a base da polpa (fibra) do caju como sopas,

vatapa, pizza, omelete, hambdrguer, arroz, pacoca, bolo. (www.sfiec.org.br).

Santos e colaboradores (2007) apresentaram uma alternativa de aproveitamento do
residuo do bagaco do pedunculo do caju, na forma da incineracdo de seu bagaco com
temperaturas em torno de 600° C.

Incineracao

A incineragdo é uma pratica muito antiga usada na queima de residuos agroindustriais,
que consiste, basicamente, em dispor os residuos de forma empilhada e atear fogo. (LIMA,
2004). O fogo foi substituido por fornos tipo mufla (para residuos de pequeno e médio porte),

que sao aquecidos por elementos resistivos (Fig.4)

Figura 4. Forno tipo mufla com atmosfera de ar controlada (www.splabor.com.br).

A incineracdo consiste em reduzir peso e volume dos residuos por meio de um

processo de combustdo controlada. Geralmente, os materiais que sobram da incineragédo séo
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gases (didxido de carbono (CO,); diéxido de enxofre (SO,); oxigénio (0O,)), dgua (H.0) e
restos de metais ferrosos e inertes (LIMA, 2004).

Na incineracdo, acontece uma reacdo quimica entre o combustivel e 0 comburente. A
maioria dos residuos agroindustriais sdo combustiveis. Como ja referenciamos, 0s principais
produtos resultantes da combustdo, estdo gases como HCI, NOy, SOy e também, materiais
particulados. Como os residuos agroindustriais sdo constituidos de pouco enxofre (S), seus
produtos no processo de combustdo usualmente sdo precipitados com as cinzas ou na
formacdo de sulfato (SO,).

Demonstraremos as equacdes de combustdo do carbono, hidrogénio e enxofre,
respectivamente (SANTOS, 2007):

C+ 120; — CO + 28880 keal
CO+ 20, — CO:2 + 68320 keal

C+ 0, — CO: + 97200 kcal

2H; + O — 2H,0 + 136400 kcal

S+ 07— 50; + 71040 kcal

Alguns fatores como variagdes de temperatura e pressédo podem interferir no processo
de combustdo de residuos agroindustriais, inibindo ou até mesmo interrompendo a reacdo
completamente. Segundo Lima (2004), dois principios basicos fundamentam o rendimento da
combustéo de residuos, séo eles:

= A mistura ar-combustivel deve ser mantida em niveis desejados por meio da
regulacdo da quantidade de ar;

= Deve haver transferéncia do maximo de calor (gerado no processo de combustdo)
para o residuo a ser incinerado.

Na queima, os compostos bioldgicos sdo destruidos, produzindo cinzas (solidos
inorganicos inertes) que ndo sofrem os efeitos da degradagéo. Foram sintetizados (na queima)
o carbonato acido de potassio (KHCO3), sulfato de potassio (K,SQO,) e K-estruvita (MgKPO, ¢
6H,0) pela queima do bagaco do pedunculo de caju.

O carbonato &cido de potassio estd classificado pela FDA (Food and Drug

Administration) como um novo ingrediente alimentar “geralmente reconhecido como seguro”.
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E usado de varias maneiras: na producio de cristais, vidros especiais, cerdmicas, esmaltes,
silicatos de potassio, fertilizantes e extintores de incéndio; na reducdo da perda de cations em
solos acidos e neutros; na sintese de farmacos (vitaminas e penicilina), e na industria de
alimentos. E usado também como antiécido e fungicida (KHCO3 Handbook, 2004).

O sulfato de potassio é frequentemente incluido como parte de misturas quimicas,
colas e compostos fertilizantes.

A K-estruvita € considerada um “premium quality slow-release fertilizer”, pois
fornece potassio ao invés de nitrogénio (BASHAN & BASHAN, 2004).

FUNGOS

Segundo Murray e colaboradores (2007), os fungos séo classificados em um reino
proprio, o Reino Fungi (Myceteae). Eles sdo organismos eucariéticos que se diferenciam de
outros pela presenca de uma rigida parede celular (composta por quitina e glucana) e também,
uma membrana celular (o colesterol é substituido por ergosterol como componente principal
de esterol). (Fig.5):

~ Parede celular
Inibigdo da Inibidores de: sintese de
sintese de | glucanos e quitina

proteinas

Membrana
i celular
S"fte_se " Inibidores de
acidos :
1 sintese de
nucléicos
ergosterol
Alteragdo de Dano direto a

membrana

microtubulos e z
Polienos

inibi¢do de mitose.
Gniseofulvina

Figura 5. Representacdo de uma célula fungica (adaptado de MURRAY et al., 2007).
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Os fungos podem ser organismos unicelulares ou multicelulares. Os fungos s&o
classificados, morfologicamente, em leveduras ou bolores. Segundo Arruda (2009) “uma
levedura pode ser definida como uma célula que se reproduz por brotamento ou fissdo, na
qual uma célula progenitora ou mée pingca uma parte de si para produzir uma progénie ou
célula filha”. Pode haver alongamento das células filhas, formando as pseudo-hifas, que se
assemelham a salsichas. Geralmente unicelulares, as leveduras formam colGnias
arredondadas, palidas ou mucéides em agar (MURRAY et. al., 2007; ARRUDA, 2009).

Os bolores (multicelulares) consistem em hifas (estruturas tipo filamentos) as quais
séo alongadas nas pontas pelo processo de extensao apical (ARRUDA, 2009). As hifas (Fig.6)
podem ser cenociticas (ocas e multinucleadas) ou septadas (divididas por paredes
transversais). O conjunto de hifas forma uma estrutura de “tapete” denominada micélio (as
colénias formadas sdo filamentosas). Os bolores, quando cultivados em &gar ou outras
superficies sélidas, produzem hifas vegetativas (crescem acima ou abaixo da superficie do
meio de cultura) e hifas aéreas (se projetam acima da superficie do meio e podem produzir
conidios). Os conidios sdo elementos de reproducdo assexuada dos fungos e de facil
disseminacéo pelo ar (ARRUDA, 2009 apud MURRAY et al., 2006).

Hifa septada

Septo

| Hifa cenocitica

WO W Hifa septada com

conexdes (bracadeiras)

l_, = T o y [ o :l Hifa com Arthroconidium
\ .

. . e células disjuntoras
4 4
Arthroconidium  Célula
disjuntora

Figura 6. Representacdo da morfologia das hifas (adaptado de ARRUDA, 2009).

Grande parte dos fungos apresenta respiracdo aerdbia, porém, alguns sdo anaerobios
facultativos (fermentativos) e outros basicamente anaerdbios. Os fungos produzem
metabolitos primarios (etanol, glicerol) e secundarios (antibidticos, como a penicilina); e
crescem de forma lenta, em comparacdo com as bactérias, levando horas para a duplicacéo
celular ao invés de minutos (MURRAY et al., 2007).
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Género Fusarium

O género Fusarium pertence ao Reino Fungi, Divisdo Eumycota, Subdivisdo
Deuteromycotina, Classe Hyphomycetes, Ordem Moniliales, Familia Moniliaceae. Abrange
varias espécies fitopatdgenas e saprofitas do solo (GODOY & COLOMBO, 2004). Grande
parte das espécies de Fusarium habita a parte subterranea e raizes das plantas, como também
fragmentos vegetais e compostos organicos que ficam até 100 cm de profundidade do solo
(GODOY & COLOMBO, 2004). Por produzirem toxinas que alteram a permeabilidade da
membrana celular, algumas espécies de Fusarium interrompem o metabolismo celular das
plantas. A acdo desses fungos vem causando grandes prejuizos a agricultura, como em 1920
na regido de Piracicaba-SP, uma doenca causada pelo fungo Fusarium oxysporum f. sp.
cubense (doenga murcha-da-bananeira) acarretou na erradicacdo, em todo o Estado de Sao
Paulo, das variedades banana-magcé e banana-terra (ARAUJO et al., 2002).

Somente nos Estados Unidos, o gasto no combate a doencas causadas por fungos
chega a proximadamente 23,5 bilhdes de ddlares por ano (TINOCO, 2010 apud ROSSMAN,
2009).

As espécies que causam doencas em humanos sdo F. solani, F. oxysporum, F.
moniliforme, F. proliferatum, etc (GODOY & COLOMBO, 2004). Além de ser um
contaminante comum e um patogeno de plantas conhecidas, Fusarium spp. pode causar varias
infeccBes em seres humanos. Fusarium é uma das causas emergentes de micoses oportunistas
(LUCCA, 2007). Algumas espécies produzem micotoxinas (como fumonisinas e tricotecenos)
nos cereais, podendo afetar a saide humana e animal, se eles entram na cadeia alimentar
(HOWARD, 2003; KOKKONEN et al., 2010). Em infec¢cbes humanas, a anfotericina B
(ANB) é a droga usada para o tratamento clinico da doenca fusariose, apesar de sua
nefrotoxicidade e sua baixa eficacia. (ORTONEDA et al., 2004). No entanto, estudos
realizados pela Hang & Woodams (2003) mostrou que baixas concentracdes de carbonato
acido de potassio e de sodio (0,2 g por 100 mL) inibiram mais de 95% do crescimento
micelial de F. oxysporum 950 em Czapek Dox.

Devido as diversas ramificacbes econémicas da propagacdo de fungos em cultivos
agricolas e horticolas, um amplo espectro de produtos fungicida e fungistatico foi
desenvolvido para aplicacGes gerais e especificas (MCGRATH, 2009). Sais inorganicos
selecionados foram avaliados por suas propriedades fungicidas (DELIOPOULOS et al.,
2010).
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Sabe-se que os compostos de carbonato sdo toxicos para varios fungos (ARSLAN et
al., 2006; KARABULUT et al., 2006; NIGRO et al., 2006; DORN et al., 2007). O Fusarium
é um género de fungos que apresenta uma grande importancia na agricultura, por ser patdgeno
para varias culturas de interesse econdmico como o trigo, milho,soja, feijdo-caupi,
provocando doencas como fusariose, podriddo das raizes, etc. (TINOCO, 2010). O
azoxystrobin, tiofanato metilico, fludioxonil e triflumizol sdo os fungicidas disponiveis mais
eficazes contra Fusarium em plantas, mas possuem efeitos toxicos. Fusarium oxysporum €
um dos fungos mais resistentes aos medicamentos (in vitro e in vivo) encontrados em
infecgOes disseminadas (ORTONEDA et al., 2004; PACHON et al., 2006).
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OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi a producéo e a caracterizacdo das cinzas do bagaco do
pedunculo de caju (Anacardium occidentale) e avaliar a sua eficAcia como agente fungicida
para controlar o crescimento micelial de F. oxysporum, F. moniliforme, F. decemcellulare e

F. lateritium.
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MATERIAIS E METODOS

PREPARACAO DAS CINZAS

As amostras usadas de pedunculo de caju vermelho foram obtidas de plantacdes no
Estado do Ceara, Brasil, durante os meses de setembro e outubro de 2008. Ap0s a extracdo da
castanha, os pedunculos foram prensados para a retirada do suco, formando o chamado
“bagago de caju”. O bagacgo foi secado em estufa a 36° C durante 48 h e triturado em moinho
analitico. O po6 do bagaco foi queimado a 640° C em forno tipo mufla, em atmosfera de ar,
durante 4 h (SANTOS et al., 2007), gerando um residuo s6lido denominado cinza do bagaco
do peddnculo de caju (CBPC).

. Separacio ' Extracio Q{ = x::ig:::(fTSh
= estufa /

Pedinculo do suco

Caju

= ==

Moagem em Queima (640°C /4 h)
moinho analitico em forno tipo mufla,
em atmosfera de ar

Bagaco do caju

Bagaco seco

Pé do BPC

Figura 7. Esquema de preparacao das cinzas do peddnculo do caju (adaptado de SANTOS, 2007).

CARACTERIZACAO DAS CINZAS

Determinacédo da Composicdo Quimica por espectroscopia energia dispersiva de raios-X

A composicdo da CBPC foi determinada por meio da analise por espectroscopia
energia dispersiva de raios-x (acrénimo EDX — do inglés “Energy Dispersive X-ray”’) usando
um microscépio eletrénico de varredura Philips XL-30, no Laboratorio de Caracterizagdo de
Materiais (LACAM) do Departamento de Fisica da Universidade Federal do Ceara.
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Considerada uma técnica fundamental para a caracterizagdo microscopica de
materiais, a analise por EDX ocorre quando o feixe de elétrons incide sobre a amostra
(CBPC), fazendo com que os elétrons mais externos dos atomos e 0s ions (constituintes)
sejam excitados, havendo mudanca de niveis energéticos. Ha liberacdo da energia adquirida
quando retornam a sua posicao inicial. Esta energia € emitida em comprimento de onda no
espectro de raios-X. O microscépio mede a energia referente ao elétron, por meio de um
detector instalado na cdmara de vacuo. No ponto de incidéncia do feixe (um atomo possui
elétrons com energias diferentes) é possivel determinar quais os elementos quimicos que estdo

presentes, gerando um mapa composicional (SANTOS, 2007).

Anélise Mineraldgica por difracao de raios-X

Os padrbes de difracdo de raios-X, para a andlise mineraldgica das cinzas foram
obtidas pelo método do pé em temperatura ambiente (300 K) usando um difratdbmetro de pé
Philips, modelo X Pert PRO.

A geometria Bragg-Bretano foi usada com radiagdo Cu-ka. O tubo foi operado em 40
kV e 40 mA. Os dados de difracao foram coletados em um intervalo de varredura de 10° < 20
< 60° com passos de 0,02° e tempo de integragdo de 2 s por ponto. A cristalinidade (%) foi
obtida a partir da razdo percentual entre a area cristalina e a area total do difratograma de
raios-X (HAYAKAWA et al., 1997). O programa X Pert HigthScore foi utilizado para
identificar as fases cristalinas, e 0 método Rietveld’s (programa Rietica) foi usado para o

refinamento do difratograma e consequentemente, para a analise quantitativa.

Anélise da Fragdo Insoluvel

A fragdo insoluvel das cinzas foi determinada por um método gravimeétrico. Uma
amostra de 0,5 mg de CBPC foi suspenso em 1 mL de &gua Milli-Q, agitado por
aproximadamente 5 minutos e centrifugado a 16.000 rcf por 5 minutos, e o sobrenadante
(compostos soluveis) foi retirado com uma micropipeta. O precipitado foi re-suspendido em 1
mL de agua Milli-Q, agitado por menos de 2 minutos e centrifugado a 16.000 rcf por 5
minutos, e o sobrenadante foi retirado novamente. Esse processo foi repetido trés (03) vezes,
garantindo a recuperacdo total dos compostos solliveis. O precipitado da extracdo do
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sobrenadante foi seco em estufa a 36° C por 48 h, e sua massa determinada com uma balancga
analitica. A fracdo insoltvel foi obtida (valor médio de cinco repeticBes) a partir da relacdo

percentual entre a massa do residuo e a massa da CBPC.

ENSAIO FUNGICIDA

Fusarium oxysporum (URM-2489), F. moniliforme (URM-3226), F. decemcellulare
(URM-3006) e F. lateritium (URM-2491) foram obtidos das Cole¢des de Cultura do
Departamento de micologia da Universidade Federal de Pernambuco, Brasil. A atividade
antifangica da CBPC foi realizada através de um ensaio modificado baseado no método de
Cunico et al. (2004). CBPC (0,5 mg) foi dissolvido em 1 mL de NaCl 0,15 mol/L e
centrifugado. O sobrenadante (solucdo da CBPC) foi separado do precipitado. O ensaio
também foi realizado com KHCO;3; (0,20 mg) dissolvido em 1 mL de NaCl 0,15 mol/L
(devido a sua utilizacdo como fungicida). NaCl 0,15 mol/L foi usado como controle negativo
ou ensaio branco, e 10 ppm de Cercobin® 700 PM (um fungicida benzimidazol produzido
pela IHARABRAS SA, Brasil), como controle positivo. A concentragédo de KHCOj3 utilizada
no ensaio (0,20 mg/mL) foi a mesma encontrada na solucdo da CBPC (apds andlise da
composicdo). A concentracdo de Cercobin® utilizada foi aquela considerada eficaz contra a
espécie Fusarium, segundo o fabricante. Cada experimento foi realizado em placas de Petri
(100 x 15 mm) contendo 10 mL de um meio estéril BDA (batata-dextrose-agar) (15 g de agar,
20 g de dextrose e caldo de 200 g de batata cozida). Uma aliquota de cada amostra ou controle
foi filtrada através de uma seringa de filtro estéril 0,45 um (Minisart®). Em seguida, a
amostra (50 mL) foi espalhada sobre o0 meio BDA solidificado em placas de Petri e um disco
miceliar de fungo (0,625 cm de didmetro) foi disposto no centro da placa de Petri. As placas
foram incubadas a 25° C por 72 h, e o diametro da zona de crescimento da col6nia foi
determinado para cada solugdo. A atividade antifungica foi determinada com base no
percentual de inibicdo de crescimento, de acordo com a seguinte formula (ROJAS &
RONDON 1995):

DZC.,-DZC
Inibicio do crescimento (%0) = x 100
DZC.,
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onde DZC;, é o didmetro da zona de crescimento do controle negativo (solucdo de NaCl) e
DZC é o didmetro da zona de crescimento das solucdes de Cercobin ® (controle positivo),
CPBC e KHCO3. Uma representacdo esquematica do procedimento experimental € mostrada

na figura 8:

f tomL

Solidificac&o
Filtragéo
l 4L 0L, l 0L,
NaCl 0,15 molL Cercobin® Amostra
lDisco micelial l Disco micelial l Disco micelial

&
——— DZC 24h
25° C DZC 48h
DZC 72h

Figura 8. Esquema representativo do ensaio antifungico.
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Todos os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos como
média + desvio padrdo. O teste ndo-paramétrico Mann-Whitney foi realizado para determinar
a existéncia ou ndo de diferencas estatisticas significativas entre dois grupos (TRIOLA,
2008). O nivel de significancia utilizado foi de 0,01 (P <0,01).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Determinacdo da Composi¢do Quimica por EDX

As medidas de EDX da CBPCX indicaram a presenca de carbono (C), oxigénio (O),
fosforo (P), potassio (K), magnésio (Mg) e enxofre (S) nas cinzas (Fig. 9). Apds a combustao,
o carbono e o oxigénio permaneceram como residuos dos compostos organicos. O magnésio,
fosforo, enxofre e potassio originaram-se dos sais minerais presentes no pedinculo
(SANTOS, 2007). Nao foram detectados célcio e ferro, demonstrando que 0s mesmos
encontram-se em baixa concentra¢do no bagaco e em maior quantidade no suco (SANTOS,
2007).

6 1 - Carbono
2 - Oxigénio
3 - Magnésio
4 - Fosforo
5 - Enxofre
4 6 - Potassio

Contagem

200 4.00 6.00 800 10.00 12.00
Energia (keV)

Figura 9. Analise de energia dispersiva de raios-X das cinzas do bagago de pedunculo de caju,
mostrando seus principais elementos quimicos: C, O, Mg, P, Se K.
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Anédlise Mineraldgica por XRD

A figura 10 apresenta os difratogramas de raios-X da CBPC. A cristalinidade foi
aproximadamente 73% indicando a presenca de fases amorfas (27%). A analise cristalogréafica
indicou a presenca de carbonato acido de potéssio - KHCOj3 (39,54%), sulfato de potassio -
K,SO,4 (24,87%) e K-estruvita - MgKPO, ¢ 6H,O (8,59%). O grau de qualidade do
refinamento (y?) foi de 1,15 com residuos Rp=4,50 e Rwp = 1,95.

O grupo espacial identificado para o carbonato &cido de potassio (KHCO3) foi o
monoclinico C/2m. Os grupos espaciais identificados para o sulfato de potéssio (K,SOy)
foram o ortorrdmbico Pmcn (0- K;SO4) € 0o Pman (B- K;SO4). A K-estruvita (MgKPO4
hexahidratado) das cinzas é um composto fosfatado analogo a estruvita (NH4;MgPO, ¢ 6H,0).

A fracdo insolivel foi de aproximadamente 27%. Como as fases cristalinas
determinadas por XRD s&o soltveis, os compostos insollveis sao as fases amorfas da CBPC.

A andlise da composi¢cdo mostrou que a solucdo de 0,5 mg de CPBC por 1 mL de
NaCl 0,15 mol/L (concentracdo utilizada no ensaio de atividade antifingica) deve
corresponder a aproximadamente 0,20 mg de KHCOs;, 0,12 mg de K,SO4 e 0,04 mg de
MgKPO, * 6H-0.
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Figura 10. Difratograma de raios-X das cinzas do bagaco do peddnculo de caju (CBPC), mostrando
suas fases cristalinas.
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A andlise da composicdo do p6 da CBPC indicou a presenga das principais fases
cristalinas relatado por Santos et al. (2007), mas em diferentes concentracfes. Nao foi
detectada a presenca de Mgs (Si>Os)(OH)s e NaAI(HPO4),, como no estudo de Santos e
colaboradores (2007). Essas diferencas podem ser associadas com variagdes na composicdo
do peddnculo e no processo de preparacdo das cinzas (do tamanho das particulas apds a
moagem, aquecimento / arrefecimento e taxa de concentragdo de oxigénio na queima,
etc.). Novos experimentos devem ser realizados para avaliar a influéncia destes fatores na
composicao das cinzas.

O carbonato &cido de potassio (KHCO3) é um solido cristalino sintético, produzido
pela reacdo quimica do carbonato de potéssio e dioxido de carbono através de eletrolise. O
sulfato de potassio (K,SO,4) tem um maior custo de producdo em relacdo ao KCI, um outro
composto largamente utilizado para producdo de fertilizantes K (FAO, 1984). O uso da K-
estruvita (MgKPO,4.6H,0) ¢é limitado devido aos custos de sua producdo. Assim, a obtengéo
destes compostos utilizando processos de baixo custo (queima) e os subprodutos da
agroindustria do caju (bagaco) pode ser uma alternativa economicamente viavel para a

utilizacdo desses residuos.

Ensaio de Atividade Fungicida

A atividade antifangica (percentual de inibicdo de crescimento) foi avaliada pela
diminuicdo da zona de crescimento (DZC), em comparacdo com a solucdo de NaCl 0,15
mol.L™* (controle negativo), como mostrado na figura 11:
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Figura 11. Percentual de inibicdo de crescimento (média + DP) para o ensaio da atividade antifingica
contra F. oxysporum, F. moniliforme, F. decemcellulare e F. lateritium. Diferentes simbolos acima das
barras indicam diferencas estatisticamente significativas entre as médias (P<0,01).

A solucdo de Cercobin® (controle positivo) inibiu o crescimento (diminuicdo da DZC)
de todas as espécies de Fusarium estudadas (P <0,01). A solucdo da CPBC teve uma acdo
antifungica estatisticamente significativa (P <0,01) contra as espécies F. oxysporum (Fig.12a),
F. moniliforme (Fig.12b) e F. lateritium (Fig.12c), quando comparado ao controle negativo.
CPBC mostraram uma diminuicdo da zona de crescimento maior que a solucdo de Cercobin®
(P <0,01).

A solucdo de KHCO3; também apresentou atividade antifungica (P <0,01) contra F.
oxysporum, F. moniliforme e F. lateritium. A zona de inibicdo de crescimento da solugdo de
KHCO;3; foi menor que a das solugdes de Cercobin® e CBPC (P <0,01). As solucbes de CBPC
e KHCO;3; ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas na inibicdo do
crescimento médio (P> 0,01) do F. decemcellulare em relacdo ao controle negativo, que ndo
demonstrou atividade antifungica contra essa espécie. Dessa forma, eles ndo tém efeito
antifingico sobre esta espécie de Fusarium.

O tiofanato metilico (ingrediente ativo do Cercobin®) é um agente antifungico
sistémico forte (tdxico), relatado por ser eficiente no controle de espécies de Fusarium
(SIMONE & CHESE, 1989; ZIDAN et a., 2000).Os resultados dos experimentos
confirmaram sua acdo fungicida em todas as espécies de Fusarium estudadas (inibicdo do
crescimento acima de 25%).

Algumas substancias presentes na CBPC, como K,SO, e MgKPO, ¢ 6H,0 néo sédo
referidas como antifungicas. A atividade antifingica da solugdo da CBPC foi atribuida
principalmente ao carbonato acido de potassio (KHCOj3). O carbonato acido (HCOj3") tem sido

apontado como a provavel causa da inibicdo do crescimento micelial dos fungos. O carbonato
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faz o colapso das paredes de hifas e a retragdo dos conidios. O efeito antifingico do KHCO; é
explicado por alguns fatores como: seu pH elevado inibe as enzimas que sdo fundamentais
para o crescimento e desenvolvimento dos fungos; afeta a fisiologia normal das células e leva
0 micélio a murchar e desidratar. A diferenca na intensidade da atividade antifingica entre as
solucBes de CBPC e KHCOj3 deve ser investigada. O aumento do pH também desempenha um
papel significativo na atividade antifingica (DELIOPOULOS, et al., 2010). Uma possivel
acao conjunta do K,SO; e MgKPO, ¢ 6H,O também pode ser relacionado a esta
atividade. Mais estudos envolvendo a utilizacdo de diferentes concentracdes de CBPC,
KHCO3, K;SO, e MgKPO, « 6H,O (separadamente e em conjunto), as medidas de pH e
analise microscopica do fungo (eletrénica de varredura e de forga atbmica) devem ser
realizados para explicar esse efeito.

Distorcdo das folhas clordticas (DFC) é uma desordem incomum da batata-doce
causada por F. lateritium (HYUN E CLARK, 1998). Portanto, a CBPC pode ser um agente
antifungico ndo toxico de grande importancia econémica no controle de fitopatologias e na

micotoxicidade causada pelas espécies do Fusarium.
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CONCLUSAO

A analise das cinzas indicou uma cristalinidade de 73% com as fases soluveis:
carbonato acido de potassio — KHCO3; (39,54%), sulfato de potassio — K,SO,4 (24,87%) e K-
estruvita — MgKPQO, . 6H,0 (8,59%). As fases amorfas (27%) foram identificadas como a
fracdo insoltvel das cinzas.

A solucdo desse residuo (CBPC) apresentou atividade antiflngica maior que o

tiofanato-metilico (Cercobin®) contra F. oxysporum, F. moniliforme e F. lateritium.
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