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Resumo

Objetivos: Determinar a composicdo centesimal da castanha-do-brasil,
castanha de caju crua e da noz pecéa, estabelecer as melhores condi¢des de
extracdo dos compostos fendlicos totais, avaliar sua capacidade antioxidante
in vitro e identificar os compostos fenodlicos presentes. Meétodos: Foi
realizada a composicao centesimal utilizando-se o método da AOAC e Bligh
& Dyer para os lipideos. A extragdo dos compostos fendlicos foi otimizada
com os fatores solvente (%) (acetona e etanol) e tempo de extracdo
utilizando-se Planejamento Composto Central. O teor de compostos
fendlicos totais foi estimado utilizando-se 0 método de Folin-Ciocalteu. A
capacidade antioxidante foi verificada através do ensaio do ABTS e DPPH.
O perfil dos compostos fendlicos foi analisado por HPLC. Resultados: Além
dos lipideos, as sementes oleaginosas apresentaram as proteinas como
componente majoritario. Na otimizacdo da extragdo, a porcentagem de
solvente e o tempo de extracdo mais eficiente foi etanol 55,56% e 15,86
min., etanol 70% e 44,14 min., acetona 66,39% e 28,02 min. para a
castanha-do-brasil, castanha de caju crua e noz peca, respectivamente. Nas
analises de compostos fendlicos totais e de capacidade antioxidante a noz
peca apresentou valor bem superior a castanha-do-brasil e castanha de caju
crua, sendo que essas diferiram estatisticamente entre si apenas no ensaio
do DPPH. Os compostos fendlicos e a capacidade antioxidante
demonstraram correlacdo positiva e significativa. Os compostos fendlicos
identificados foram o acido galico, presente nas trés sementes oleaginosas;
a catequina na castanha-do-brasil e na castanha de caju crua e a
epicatequina na castanha de caju crua. Conclusao: A polaridade contribuiu
de forma significativa para a eficiéncia da extracao dos compostos fendlicos.
A noz peca apresentou maior quantidade de compostos fendlicos e de
capacidade antioxidante. O acido galico foi identificado em todas as
sementes oleaginosas analisadas.

Palavras-chave: Semente; Compostos fendlicos; Acao antioxidante;
Castanha; Noz.



Abstract

Objectives: To determine the centesimal composition of the Brazil nuts,
cashew nuts and pecan nuts, the best phenolic compounds extraction
conditions, to evaluate the antioxidant capacity in vitro and to identify the
phenolic compounds profile. Methods: Centesimal composition was
performed using the AOAC method and Bligh & Dyer for the lipids. Extraction
of the phenolic compounds was optimized with the factors solvent (%)
(acetone and ethanol) and extraction time using Central Composite Design.
Total phenolic compounds were estimated using the Folin-Ciocalteu method.
Antioxidant capacity was verified through the ABTS and DPPH assay.
Individual phenolic compounds were analyzed by HPLC. Results: In addition
to the lipids, nuts showed the proteins as major component. In the
optimization of the extraction, the most efficient solvent and extraction time
were ethanol 55.56% and 15.86 min., ethanol 70% and 44.14 min., acetone
66.39% and 28.02 min. for Brazil nuts, raw cashew nuts and pecan nuts,
respectively. Total phenolic compounds and antioxidant capacity of pecan
nuts presented a much higher value than Brazil nuts and raw cashew nuts,
which differed statistically only in the DPPH assay. Phenolic compounds
identified were gallic acid, present in all nuts; catechin in Brazil nuts and raw
cashew nuts and epicatechin in raw cashew nuts. Conclusion: Polarity
contributed significantly for extraction efficiency of the phenolic compounds.
Pecan nuts showed the highest amount of phenolic compounds and
antioxidant capacity. Gallic acid was identified in all nuts analyzed.

Key-words: Seed; Phenolic compounds; Antioxidant; Nuts.
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1. Introducao

Nos ultimos anos tem-se evidenciado o aumento da avaliagdo da
capacidade antioxidante em plantas e principalmente em alimentos, que por
sua vez tem sido associado a beneficios a saude humana (1-2).

Os antioxidantes auxiliam o combate e a prevencado a acao de espécies
reativas, radicais livres e 0 estresse oxidativo da célula que conduzem a
diversas formas de dano celular, como a peroxidacdo de lipideos de
membrana, agressao as proteinas dos tecidos e membranas, as enzimas e
DNA, desencadeando inumeras doencgas (3).

Varios estudos tém demonstrado que o aumento do consumo de frutas,
vegetais e oleaginosas tém elevado os beneficios a saude por apresentar
compostos fendlicos com atividade antioxidante, que interagem com os radicais
livres prevenindo a ativacdo do oxigénio. Esses compostos auxiliam na
prevencdo de algumas doengas cronico-degenerativas, incluindo as doengas
cardiovasculares, neurodegenerativas e alguns tipos de cancer (4-5).

No Brasil, a producdo das nozes e castanhas tem recebido destaque
devido ao aumento da produgdo e investimentos no setor, sendo criadas
associagdes préprias para essa classe de alimento (6).

As nozes e castanhas possuem muitos nutrientes e sao bastante
consumidas de varias formas, seja integralmente ou na composicao de
diversos pratos e produtos. Apesar disso, ainda ha poucos trabalhos realizados
que abordem os compostos bioativos e seus efeitos na capacidade
antioxidante da castanha-do-brasil e da castanha de caju, e principalmente da

noz peca (7-8).



A extracdo dos compostos bioativos é considerada etapa importante
para o éxito das analises. No entanto, na literatura ha variados métodos de
extracdo dos compostos fendlicos para plantas e alimentos e em relagdo as
sementes oleaginosas ha poucos trabalhos que abordem a extracao desses

compostos.

2. Revisao Bibliografica

2.1. Sementes oleaginosas

As nozes e castanhas sao conhecidas por conterem varios de
compostos fitoquimicos que sao benéficos a saude humana. Dentre esses
beneficios estdo a prevencado a doencas cardiovasculares, cancer, Parkinson,
estimulagéo do sistema imunologico (7-10).

Alguns dos compostos encontrados nas nozes e castanhas sdo 4cidos
graxos insaturados, proteina, fibras, vitaminas E e algumas do complexo B,
minerais como magnésio, potassio e o cobre, fitoesterdis, compostos fendlicos
como catequinas, resveratrol, acidos fendlicos, flavonoides, proantocianidinas,
carotenoides, fitatos (8-9,11-13).

Os fitoesterdis sao compostos estruturalmente semelhantes ao
colesterol e estdo presentes na fracdo oleosa das sementes oleaginosas,
principalmente o [-sitosterol, campesterol e estigmasterol. A importancia
desses compostos bioativos reside no fato de que estudos demonstraram sua

capacidade de reducdo dos niveis séricos do colesterol em humanos (14-18).



Dentre as nozes e castanhas mais populares estdo a améndoa,
castanha-do-brasil, castanha de caju, avela, macadamia, noz, pistache e
pinhdo (11,13).

A producédo mundial de castanhas e nozes na safra 2016/2017 foi de 4,2
milnbées de toneladas, sendo os Estados Unidos o maior produtor, com
1,696,804 milhdes de toneladas, que representa 41% da producdo. A China
ocupa a segunda posicao com 408,063 mil toneladas, seguida pela Turquia
com 407,450 mil toneladas. Cada um corresponde a 10% da produ¢cao mundial
(19).

A améndoa é a mais produzida mundialmente, seguida da noz e do
pistache. O consumo de nozes e castanhas em 2015 foi de aproximadamente
3,6 milhdes de toneladas no mundo todo, sendo os maiores consumidores a
Europa e a América do Norte. Na América Latina o consumo de nozes e
castanhas ainda é pequeno quando comparado ao restante do mundo e essa
situacao contribui para a escassez de dados referentes ao seu consumo no
Brasil (19-20).

A producéao de nozes e castanhas vem ganhando importancia no Brasil
devido ao aumento do consumo e a necessidade de expansao da
comercializacao para outros paises. A producao pode ser dividida por regides,
sendo na Regido Norte a castanha-do-brasil, na Regido Nordeste a castanha

de caju e na Regido Sul a noz peca (6,20).

2.1.1. Castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa)

Uma das espécies mais importantes da Regido Amazénica, a castanha-

do-brasil, conhecida cientificamente como Bertholletia excelsa, pertence a
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familia Lecythidaceae e é caracterizada como uma améndoa nutritiva contida
no interior do fruto da castanheira (21).

No Brasil, os Estados do Acre, Amazonas e Para sdo responsaveis por
mais de 80% do extrativismo da castanha-do-brasil (22).

A produgdo da Bolivia representa 84% do mercado internacional de
castanha, enquanto que Peru e Brasil representam 14% e 2%,
respectivamente. Em 2015 a producdo de castanha-do-brasil pelo Brasil
chegou a 40.643 toneladas, enquanto que em 2016 a producdo apresentou
queda, ficando em 34.664 toneladas. Esse fato ocorre devido a forma
sustentavel como a castanha-do-brasil € colhida, o que pode ocasionar
variagao na produgado de um ano para outro (20,23).

O consumo mundial da castanha-do-brasil foi de 29.150 toneladas em
2015, onde os Estados Unidos, o Reino Unido e a Alemanha figuraram entre os
paises mais consumidores. Os dados sobre o consumo brasileiro sdo escassos
e desatualizados. Segundo dados de 2005, o consumo interno brasileiro de
castanha-do-brasil foi pouco mais de 13 mil toneladas (19,24).

Possui entre seus acidos graxos majoritarios o oléico e o linoleico.
Apresenta expressiva quantidade de selénio, um mineral que além de exercer
varios beneficios a saude, atua também como cofator de enzimas antioxidantes
como a glutationa peroxidase (12,25-32).

A castanha-do-brasil apresenta alguns compostos bioativos como os
compostos fendlicos, mais especificamente alguns acidos fendlicos e
fitoesterbis, como [-sisterol, campesterol, estigmasterol e sitostanol

(8,29,31,33-35).
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2.1.2. Castanha de caju (Anacardium occidentale L.)

O cajueiro caracteriza-se como uma planta tropical originaria do Brasil. O
caju é constituido pelo pedunculo e pela castanha, sendo essa Ultima o
verdadeiro fruto. A partir do caju obtém-se varios produtos, sendo sua castanha
0 produto mais conhecido (36-37).

A castanha de caju é recoberta por uma casca escura que possui em
seu interior um liquido caustico e inflamavel, rico em alquilfendis, conhecido
como Liquido da Castanha de Caju (LCC). Abaixo da casca ha uma pelicula
aderida a castanha, sendo necessario um processamento bem complexo para
a retirada de ambas (36,38-39).

O processamento da castanha de caju necessita de varias etapas até a
obtencdo do produto final, conforme pode ser observado na Figura 1 abaixo

(36).
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Figura 1. Fluxograma do processamento da castanha de caju.

As etapas de cozimento da castanha e da secagem da améndoa sao
primordiais para a obtencdo da qualidade final da castanha de caju, como
coloracado marfim e a integralidade das castanhas (36).

A Regido Nordeste é responsavel por quase toda a producéo,

destacando-se os Estados do Ceara, responsavel por metade da producao
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nacional, Rio Grande do Norte e Piaui. Outra pequena parte é produzida pelos
Estados da Bahia, Maranh&o e Pernambuco (37- 40).

O Brasil ocupa o quinto lugar na produ¢do mundial de castanha de caju,
sendo que sua producdo em 2016 ficou em 74.548 toneladas. Os maiores
produtores mundiais sdo a Costa do Marfim e a india (19,41).

A castanha de caju esta entre as cinco sementes oleaginosas mais
produzidas no mundo. Sua produgdo mundial apresenta crescimento nos
ultimos anos, passando de 576,431 mil toneladas em 2011 para 754,700 mil
toneladas em 2017 (19).

india e Estados Unidos sdo responsaveis por grande parte do consumo
de castanha de caju, 257.190 e 141.119 toneladas, respectivamente.
Mundialmente, o consumo em 2015 ficou em 724.556 toneladas. No Brasil,
cerca de 15% da castanha de caju produzida € destinada ao mercado interno,
distribuidos entre fabricas de sorvete e chocolate, supermercados e padarias,
sendo os restantes 85% destinados ao mercado externo (19,42).

A castanha de caju apresenta acidos graxos monoinsaturados,
principalmente acido oleico, minerais como potassio, fésforo e magnésio;
vitaminas Bg e By (25,43-44).

Dentre seus compostos bioativos estao flavonoides, proantocianidinas,
isoflavona, acido anacardico, tocoferol, fitoesterbéis como o [-sitosterol, o

campesterol e o estigmasterol (8-9,31,38,45-46).

2.1.3. Noz pecé (Carya illinoinensis)

Originaria da América do Norte, a nogueira peca foi trazida ao Brasil por

imigrantes americanos para o Estado de S&o Paulo (47).
14



A noz peca é considerada uma drupa, ou seja, possui uma unica
semente. Sua casca apresenta coloragdo amarronzada com manchas escuras.
A semente é alongada, recoberta por uma pelicula marrom (48-49).

Na safra 2016/2017 foram produzidas 118.213 toneladas de noz pecéa no
mundo todo, apresentando crescimento na quantidade produzida na udltima
década. Entre seus maiores produtores, destacam-se o México, com 50% da
producao e os Estados Unidos, com 44% (19).

Em 2016 a produgéo brasileira de noz foi de 5.453 toneladas, divididas
entre os Estados de Sdo Paulo, Parana e Rio Grande do Sul, sendo esse
ultimo o maior produtor (41).

O consumo mundial da noz peca em 2015 foi de 117.064 toneladas,
estando entre os principais paises consumidores os Estados Unidos e o
México. No Brasil o consumo tem aumentado nos ultimos anos devido
principalmente a divulgagcdo pelos veiculos de informagdo sobre seus
beneficios a saude. Alguns desses beneficios estdo relacionados a reducgao
dos niveis de lipideos séricos, Parkinson, protecdo do DNA contra danos
oxidativos, protecédo das funcdes cognitivas (10,19,48,50-53).

A noz pecéa apresenta grandes quantidades de fibra, minerais como o
potassio, fésforo e vitamina Bs, Em sua composicdo também pode ser
observada a presenca de fitoesterdis, principalmente [-sitosterol, A5-
avenasterol e campesterol (26,46,54).

As nozes possuem varios tipos de compostos fendlicos, dentre eles

alguns acidos fendlicos, flavanais, flavondéis, elagitaninos (55-60).

15



2.2. Compostos fendlicos

Produto do metabolismo secundario das plantas, os compostos fendlicos
constituem-se em um grupo de substancias amplo e complexo, apresentando
estruturas simples ou altamente polimerizadas. Sua importancia é dada através
da sua contribuicdo para o crescimento e desenvolvimento da planta e na
defesa contra infecgbes e injurias (1,61-63).

A maioria dos compostos fendlicos é formada através da fenilalanina,
pertencente a rota do &cido chiquimico, sendo os flavonéides formados por
uma rota mista que envolve a do acido chiquimico e a do acetato/malonato (64-
66).

A estrutura dos compostos fendlicos constitui-se de pelo menos um anel
aromatico no qual um ou mais grupos hidroxilas (OH) estao ligados. Os fendis
simples apresentam em sua constituicdo apenas um anel aromatico que, além
de estarem ligados a hidroxilas, podem também ter ligacbes com outros grupos
funcionais (éteres, alquilas, carboxilas, entre outros) (61,63,67).

Os é&cidos fendlicos sao caracterizados por possuirem em suas
estruturas o anel aromatico ligado tanto ao grupo hidroxila (OH) quanto a um
grupo carboxilico (COOH), sendo compostos por dois grupos: hidroxibenzdicos
(acidos galico, p-hidroxibenzéico, protocatecuico, vanilico e siringico) e
hidroxicindmicos (acidos caféico, ferulico, p-cumarico e sinapico) (61, 67- 69).

Os flavonoides possuem dois anéis aromaticos que sao ligados através
de um heterociclo de oxigénio, estando entre seus representantes os flavonais,

flavonas, isoflavonas, antocianinas, flavanéis, flavanonas (61,63,70).

16



Figura 2. Estrutura basica dos flavonoides (71).

A propriedade antioxidante dos compostos fendlicos é bastante
estudada. Alguns autores esclarecem que seu mecanismo de acado pode
ocorrer de varias formas, dentre elas, na inibicado da atividade de enzimas que
participam da producdo das Espécies Reativas de Oxigénio (ERO), como
também na eliminacdo dessas espécies, impedindo dessa forma a cascata de
reacbes que levam a peroxidagdo lipidica; na quelagcdo de ions de metais,
principalmente ferro e cobre envolvidos no processo de formagao dos radicais
livres (61,70,72-73).

Além de sua atividade antioxidante, os compostos fendlicos possuem
outras  propriedades como atividade anti-inflamatéria, antitumoral,
antiproliferativa, anticancer, antimutagénica, antiviral e antimicrobiana (74-77).

Alguns trabalhos realizados com os compostos fenélicos das nozes e
castanhas apontam que os mesmos apresentam capacidade antioxidante e
antimicrobiana (38,78-80).

As formas de extragdo dos compostos fendlicos em alimentos sao
diversas, visto que cada alimento possui particularidades e a natureza de sua

matriz possui influéncia nesse processo (65,81).
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A variacao no processo de extracdo ocorre principalmente em relagéo ao
solvente utilizado. No caso das sementes oleaginosas os mais utilizados séao
etanol, metanol, acetona e 4gua. Porém, ainda sdo poucos os trabalhos que
tratam da otimizacdo da extragdo desses compostos nas sementes

oleaginosas (46,57,82).

2.3. Capacidade antioxidante

Os radicais livres sao formados através do desemparelhamento de um
ou dois elétrons na ultima camada. Sao capazes de produzirem espécies nao-
radicais que apresentam propriedade oxidante, podendo ocasionar varios
danos celulares nos organismos vivos (83-85).

Tanto os compostos considerados como radicais livres quanto as
espécies reativas sao incluidos em dois grupos: Espécies Reativas de Oxigénio
(EROs) e Espécies Reativas de Nitrogénio (ERN). Sao conhecidas por
causarem danos teciduais e celulares nos sistemas biolégicos, desencadeando
doencas como a mutagénese, carcinogénese e envelhecimento (30,84-85).

Ambas as espécies sao provenientes do metabolismo do oxigénio.
Grande parte do oxigénio consumido pelos organismos vivos em processos
fisiolégicos normais, como a respiragédo e o metabolismo, é convertido em agua
através da cadeia transportadora de elétrons, localizada na mitocéndria. Outra
pequena parte, cerca de 10% do oxigénio consumido, sofre primeiramente
reducdo com a acepcado de um elétron, transformando-se em anion-radical
superodxido (O27). Em uma segunda reducéo, ocorre a adicdo de dois prétons,
formando o perdxido de hidrogénio (H20). Ap6s sua formacédo, o peréxido de

hidrogénio (H»-O) ainda pode obter mais um elétron e se transformar em
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radical hidroxil (HO") e anion hidroxil (OH 7), sendo que o radical hidroxil (HO")
forma uma molécula de agua depois que recebe mais um elétron (85-86).

Ha trés tipos de fatores que podem influenciar a formacao dos radicais
livres. Os fatores internos, como a mitocdndria (cadeia respiratéria), a acao de
enzimas, fagocitos, metais de transicao, inflamacéao. Os fatores externos, como
poluicao, alcool, cigarro, drogas, radiacao, luz UV e dieta pobre em nutrientes.
Os fatores fisiol6gicos, como emocionais, 0 estresse, o acometimento por
doencas (3,85,87).

Quando no organismo ha desequilibrio entre a producdo de radicais
livres e as defesas antioxidantes, ocorre o chamado estresse oxidativo. Entre
as causas para que esse fendbmeno se desenvolva estdo a autoxidacdo de
compostos endbégenos (catecolaminas) e exdégenos  (xenobidticos);
esgotamento das reservas de antioxidantes; inativacéo e declinio na producao
de enzimas antioxidantes e de antioxidantes de baixa massa molecular
(30,86,88).

As Espécies Reativas (ER) causam danos ao organismo devido ao
ataque aos varios componentes celulares, como aos lipideos de membrana, as
proteinas e enzimas intracelulares, aos carboidratos e ao DNA nuclear das
células e tecidos. As consequéncias dessas acdes sdo o desenvolvimento de
doencas como as cardiovasculares, diabetes, cancer, Alzheimer, Parkinson
(30,85,87,89,90-92).

Os compostos que auxiliam a evitar os danos causados pelos radicais
livres sdo conhecidos como antioxidantes. A definicdo de antioxidante pode ser
dada de acordo com a area a qual se relaciona. Quando o aspecto da
conservacao dos alimentos é o principal objetivo, pode ser definido como

“substancia utilizada para preservar alimentos através do retardo da
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deterioracdo, rancidez, ou descoloracdo devido a oxidagcdo”, conforme é
definido pelo (93). Do ponto de vista biolégico, como qualquer substancia que
promova o retardo, a prevengdo ou remoc¢ao do dano oxidativo de uma
molécula alvo (3).

As defesas antioxidantes podem ocorrer de duas formas: enddgena e
exbgena. Os antioxidantes enddégenos sdo aqueles produzidos pelo organismo
humano, como a glutationa reduzida (GSH), a catalase (CAT) e a superdxido
dismutase (SOD). Os antioxidantes exégenos sdo aqueles provenientes da
dieta, como as vitaminas C e E, os carotenoides e os compostos fendlicos (85-
87).

As substancias antioxidantes podem agir de varias formas no combate
as espécies reativas, como catalisar a remocao, diminuir a formacao, eliminar a
presenca, oxidar para proteger biomoléculas importantes (3).

Para avaliar a capacidade antioxidante de um determinado composto ha
dois tipos de teste: in vivo e in vitro.

Nos testes in vivo, 0s compostos que serao testados sao administrados
em animais como camundongos e ratos, que apos determinado periodo sao
sacrificados, sendo seu sangue ou tecidos utilizados para a realizacao do
ensaio. Alguns exemplos de ensaios in vivo sdo Ensaio da Peroxidagéao
Lipidica (LPO), Catalase (CAT), Método da Superéxido Dismutase (SOD) e
Estimacao da Glutationa Peroxidase (GSHPx) (94).

Ja os testes in vitro utilizam radicais livres como armadilhas e sdo mais
simples de serem realizados. Para avaliar a capacidade antioxidante de
determinados compostos presentes em alimentos sao utilizados métodos de
ensaio que avaliem a inibicdo da oxidacao de um substrato, medindo ao final o

grau de oxidacao através de métodos quimicos, instrumentais ou sensoriais.
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Diante disso, para que o método seja eficiente € necessario um substrato
adequado, um iniciador de oxidacdo e uma medida adequada do ponto final
(30,94). Entre alguns exemplos de métodos in vitro estdao o DPPH, o ABTS, o
FRAP e 0 ORAC.

Conhecida como DPPH, a molécula 2,2-diphenil-1-picrilhidrazil € um
radical livre que apresenta caracteristicas como estabilidade e coloracédo
violeta. O ensaio objetiva avaliar a capacidade de eliminacao do radical DPPH
pelos antioxidantes, onde o atomo de nitrogénio do DPPH é reduzido pelo
atomo de hidrogénio doado pelo antioxidante da amostra, transformando o
hidrazil presente na molécula do radical livre em hidrazina, ocasionando a
perda da coloragdo. Essa mudanca € observada através da espectrofotometria
(30,94-96).

O ensaio TEAC/ABTS (Capacidade Antioxidante Equivalente ao Trolox/
2,2"- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) baseia-se na capacidade
dos antioxidantes diminuirem a coloracdo verde-azulada do radical livre
ABTS-+ através do processo de reducdo, sendo observada a diminuicdo da
absorbancia em espectrofotdmetro na faixa entre 600 e 750 nm. Utiliza-se
como padrdo o Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchoman-2-acido carboxilico)
para quantificar a capacidade antioxidante como equivalente. O Trolox é um
anélogo da vitamina E e soluvel em agua (30,97-99).

O ensaio FRAP (Ferric Reducing-Antioxidant Power) tem como objetivo
medir a capacidade dos antioxidantes de reduzir o ferro férrico. Neste ensaio, o
complexo formado pelo Fe (lll) e pela TPTZ [2,4,6-(tri-(2-piridil-s-triazina))], de
coloracdo amarela, é reduzido para a forma de complexo ferroso (Fe?*-TPTZ),

de coloracdo azul escura, na presenca de pH baixo. A reagdo de reducgao é
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monitorada através da variagdo na absorcdo a 593 nm por espectrofotometria
(32,96,100-101).

No ensaio ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) o objetivo
consiste na medida da capacidade dos antioxidantes da amostra em proteger
uma proteina adicionada da degradacdo oxidativa causada por um radical
peroxil. A diminuicdo da fluorescéncia da proteina ocasionada pela perda da
conformagédo ao sofrer danos oxidativos provenientes de uma fonte de radicais
peroxil € avaliada através da espectrofotometria. O antioxidante retarda a perda
da fluorescéncia eliminando o radical peroxil através da transferéncia de atomo

de hidrogénio (96,99,102-103).

3. Objetivo

3.1. Objetivo Geral

Determinar a composicdo centesimal em amostras de castanha-do-
brasil, castanha de caju crua e de noz peca, o teor de compostos fendlicos
totais, avaliar sua capacidade antioxidante in vitro e separar compostos

fendlicos empregando Cromatografia Liquida.

3.1.1. Objetivos Especificos

|. Determinar a composigao centesimal da castanha-do-brasil, castanha
de caju crua e da noz peca;

[I. Otimizar a extracdo dos compostos fendlicos;

[ll. Determinar o teor de compostos fendlicos totais;

IV. Avaliar a capacidade antioxidante através dos ensaios DPPH e
ABTS;

V. Separar alguns compostos fendlicos presentes utilizando HPLC.
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4. Material e Métodos

4.1. Material

A noz e as castanhas foram adquiridas em quatro pontos de venda
comum da cidade de Araraquara e Campinas entre os meses de dezembro e
janeiro de 2018. Foram entdo armazenadas sob refrigeracdo e protegidas da

luz.

4.1.1. Preparo das amostras

As sementes oleaginosas foram trituradas em moedor de café. Em

seguida, os granulos foram peneirados e pesados.

4.2. Métodos

4.2.1. Composigao centesimal

As andlises de umidade, cinzas e proteinas foram realizadas de acordo
com AOAC (104) com algumas modificagbes. A umidade foi obtida em estufa a
105°C durante 5 horas e as cinzas através de mufla a 550°C durante 6 horas.
O valor da proteina total foi obtido pelo método de Kjeldahl e aplicado o fator de
correcao de 5,46 para a castanha-do-brasil e 5,30 para castanha de caju crua e
para a noz peca. A analise dos lipideos totais foi realizada através do método

de Bligh & Dyer (105).
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4.2.2. Extragdo dos compostos fendlicos

Na literatura os compostos fendlicos das sementes oleaginosas sao
extraidos utilizando-se varios métodos e tipos de solventes. Devido a esse fato,
foi realizado um processo de otimizacao da extracdo dos compostos fendlicos
totais das sementes oleaginosas através do Planejamento Composto Central.
Para tanto, estudou-se duas varidveis independentes: a concentracdo do
solvente (%) e o tempo de extracdo (min.). No caso do solvente, foram testados

a acetona e o etanol.

Tabela 1. Variaveis independentes testadas com seus codigos e niveis.

Variaveis Cédigo Niveis
-1,41 -1 0 +1 +1,41
Concentragao
do solvente X1 55,86 60 70 80 84,14
(%)
Tempo de
extracao X2 15,86 20 30 40 4414
(min.)
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Tabela 2. Matriz codificada do Planejamento Composto Central.

Ensaios X1 X2
1 +1 +1
2 +1 -1
3 -1 +1
4 -1 -1
5 0 0
6 0 +1,41
7 0 0
8 0 -1,41
9 -1,41 0
10 +1,41 0
11 0 0

Foi pesado 1 g das castanhas do Brasil e de caju crua e da noz peca
trituradas e misturado com 10 mL™" do solvente mais adequado de acordo com
o Planejamento Composto Central para cada uma em agitador de tubos do tipo
vortex durante 1 minuto. Em seguida, permaneceram em banho termostatico a
30°C durante o tempo mais adequado de acordo com o Planejamento
Composto Central e foram centrifugadas a 4300 x g por 10 minutos. A extracéao
foi repetida 2 vezes.

Para a retirada da gordura, 10 mL" de hexano foram adicionados aos
extratos e permaneceram durante 10 minutos em banho ultrassénico. Apds a
separacao de fases, os extratos desengordurados foram recolhidos, secos com
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nitrogénio, ressuspendidos em metanol e armazenados sob congelamento e

protegidos da luz.

4.2.3. Determinagdo de compostos fendlicos totais

A quantificacdo dos compostos fendlicos totais foi realizada através do
método colorimétrico de Folin-Ciocalteu utilizando-se espectrofotdmetro para
leitura das amostras conforme Scalbert et al. (106) e Singleton et al. (107), com
algumas modificacdes. Foram misturados 0,5 mL™" da amostra com 2,25 mL™"
de 4gua destilada e com 0,25 mL™" do reagente Folin-Ciocalteu. Apés 1 minuto
e antes de 8 minutos da mistura, foram adicionados 2,0 mL™" de Na,COs 7,5%
para neutralizar o meio. As amostras foram entdo encubadas por 30 minutos a
37°C em banho termostatico e depois lidas a 764 nm em espectrofotdmetro
UV/Vis (Beckman DU® 640, Fullerton, CA, USA). Foi realizada curva padréao
com acido galico utilizando concentracdes de 10 a 35 ug.mL" e o teor de
fendlicos totais expresso como mg” equivalente de acido galico.100 g’ de

semente oleaginosa.

4.2.4. Determinagdo da capacidade antioxidante

4.2.4.1. ABTS

A andlise da atividade sequestrante de radicais livres ABTS (2,2°-
azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)) foi determinada segundo o
método descrito por Arnao et al. (108) e modificado por Rufino et al. (109). Em

ambiente escuro, 30 pL " do extrato das oleaginosas foi reagido com 3 mL™ da
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solucdo do radical ABTS e lidos apds 6 minutos em espectrofotdmetro UV/Vis
(Beckman DU® 640, Fullerton, CA, USA) a 755 nm. Foi preparada uma curva
padrdo utilizando trolox nas concentragdes de 100 a 2000 pM.mL™' e os
resultados foram expressos em pmol de equivalente Trolox (TE).g” de massa

fresca de semente oleaginosa.

4.2.4.2. DPPH

A atividade sequestrante do radical DPPH (1,1-diphenil- 1,2-picrilhidrazil)
foi determinada de acordo com o método de Brand-Williams et al. (110)
adaptado por Sanchez-Moreno et al. (111) e Rufino et al. (112). Em ambiente
escuro, 0,1 mL™ dos extratos das oleaginosas foram adicionados a 3,9 mL™ de
solugdo metandlica do radical DPPH. Ap6s 30 minutos no escuro, a leitura das
amostras foi realizada em espectrofotdbmetro UV/Vis (Beckman DU® 640,
Fullerton, CA, USA) a 510 nm. Foi preparada uma curva padrao de trolox nas
concentragdes de 1 a 180 pg.mL" e os valores obtidos foram expressos em

umol de equivalente Trolox (TE).g de massa fresca de semente oleaginosa.

4.2.5. Perfil de compostos fendlicos

Antes de serem analisados no HPLC, os exiratos secos foram
ressuspendidos em metanol e aplicados em filtro de membrana de
politetrafluoretileno (PTFE) de 0,20 um (Sartorius, Alemanha). Os compostos
fendlicos foram analisados em um sistema HPLC modelo LC-10ATvp, marca
Shimadzu (Japéo), com controlador de sistema SCL-10Avp, desgaseificador

DGU-14A e detector de arranjo de fotodiodo (PDA) SPD-M10Avp. O volume de
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injecdo foi de 20 uL" e fluxo de 1 mL".min" para os padrées e amostras. A
eluicdo dos compostos fendlicos foi realizada através de uma coluna PFP (5
um x 150mm x 4,6mm; Phenomenex, EUA), com a fase mével composta por
eluente A &cido férmico aquoso 0,4% e eluente B acetonitrila. O modo do
gradiente de eluigcéo foi: 0-1,5 min. (4% B), 1,5-21 min. (4-10% B), 21-23 min.
(10-100% B), 23-28 min. (100% B), 28-28,5 min. (100-4% B), 28,5-42 min. (4%
B). A temperatura do forno da coluna foi de 40°C e a detecgéo foi realizada por
lampadas de deutério e tungsténio, monitorada através de varredura (190 —

800 nm).

4.3. Anéalise Estatistica

Em todas as analises realizadas utilizou-se para a amostra de cada
semente oleaginosa analisada n= 4, em quadruplicata. Os resultados foram
analisados através de Regressdo Linear via método de Equacgdes de
Estimagdes Generalizadas (GEE) utilizando o software estatistico R (versao
3.4.1). Os niveis de probabilidade menores que 5% (p<0,05) foram
considerados estatisticamente significativos. Os dados também foram

submetidos ao teste de correlagdo de Spearman.

5. Resultados e Discussao

5.1. Composigao centesimal

A composicao centesimal da castanha-do-brasil, da castanha de caju

crua e da noz peca € apresentada na Tabela 3.
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Tabela 3. Composicado centesimal da castanha-do-brasil, castanha de

caju e noz peca expressa em porcentagem (%).

Castanha-do- Castanha de caju Noz peca
brasil crua
Carboidratos* 18,92 31,64 21,32
Umidade 1,41+0,24 3,01+0,25 1,75+0,39
Cinzas 4,72+0,57 3,71+0,52 2,69+0,54
Proteina 12,00+0,49 16,26+2,35 7,84+0,84
Lipideos 62,95+1,27 45,3610,95 66,40+1,48

*Obtidos por diferenga.

Os carboidratos sao a maior fonte de energia para as células e tecidos
do corpo humano. Além disso, mantém o nivel de glicose normal e os
carboidratos nao-degeriveis ou fibras insollveis, auxiliam no funcionamento do
trato gastrointestinal (113-114).

O teor de carboidratos da castanha-do-brasil esta préximo ao
encontrado na literatura, 17,12% e 15,1% (25-26). Ja a quantidade de
carboidratos da noz peca esta acima da literatura, 13,86% (44).

O teor de umidade da castanha de caju crua esta abaixo do encontrado
na literatura, 5,05% (43). O valor encontrado para a castanha-do-brasil esta
abaixo do encontrado por outros autores, 3,5,%, 3,15%, 3,13% (25-26,115). Em
relacdo a noz peca, o teor de umidade esta abaixo do divulgado pela literatura,
3,52% (44). Um fator que pode justificar a baixa umidade das sementes
oleaginosas nesse trabalho é o armazenamento sob refrigeracao, o que pode
ter facilitado a desidratacdo das sementes. A umidade presente nos alimentos

contribui de forma relevante para alguns aspectos como a estocagem, a
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embalagem e o processamento, interferindo na qualidade final do produto
(116).

No processo para a obtencdo da améndoa da castanha de caju, a
umidade é um dos fatores mais preponderantes para a qualidade na maioria
das etapas, como na estocagem do produto bruto, no cozimento, na estufagem
e na embalagem do produto final (36).

A castanha-do-brasil apresentou teor de cinzas préximo ao encontrado
por outros autores, 3,4%, 3,13% e 3,84% (25-26,115). O teor de cinzas da
castanha de caju crua esta acima do encontrado na literatura, 2,40% (43).

O teor de cinzas é definido como sendo a matéria inorganica restante
apds a incineragcdo da matéria organica. Contém grandes quantidades de
potassio, sddio, calcio e magnésio. Contudo pode nao indicar a quantidade real
de minerais da amostra devido a possibilidade de volatilizagdo de alguns
elementos durante a incineragdo (116-117).

Muitas condicbes de cultivo sdo responsaveis pela variacdo do conteudo
mineral, tais como a fertilidade do solo, adubacéo, disponibilidade de dgua no
ambiente, assim como fatores intrinsecos a espécie cultivada, por exemplo a
genética (118).

A castanha de caju apresentou quantidade de proteinas abaixo do
encontrado na literatura, 22,11% (43). A noz peca apresentou quantidade
abaixo do teor da literatura, 9,17% (44). O teor encontrado na castanha-do-
brasil estd abaixo do encontrado por outros trabalhos, 15,60%, 14,5% e
14,29% (25-26,115).

As proteinas exercem funcgbes significativas, como o crescimento e

manutencdo dos tecidos, a producdo de enzimas e anticorpos, a manutencao
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do equilibrio de fluidos. Dentre os alimentos fontes de proteinas, as sementes
oleaginosas sdo uma das mais utilizadas (113-114,118).

Os lipideos sao integrantes dos alimentos caracterizados por serem
insoluveis em agua e soluveis em solventes organicos. Dentre suas fung¢des no
corpo humano estao a reserva de energia, o auxilio no transporte e absorcao
de vitaminas lipossoluveis, a sintese de horménios através do colesterol (113-
114,116,119).

Na literatura consultada, a determinacéo de lipideos totais foi realizada
utilizando o extrator Soxhlet, diferente do ocorrido nesse trabalho que utilizou
outro método (105). No entanto, quando comparados ao desse trabalho, os
valores sdo semelhantes aos da literatura, 46,28% na castanha de caju crua
(43); na castanha-do-brasil 61% e 67,30% (26,115); na noz peca 59,4% e

71,97% (25,44).

5.2. Extracdo dos compostos fendlicos

Nas tabelas 4 e 5 apresentam-se os teores de compostos fendlicos

totais obtidos através da otimizacdo de extracdo da castanha-do-brasil e de

caju crua e da noz peca conforme o tipo de solvente.
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Tabela 4. Teor de compostos fendlicos totais determinados no processo

de otimizacao de extracao das trés sementes oleaginosas utilizando etanol.

mg mg mg
equivalente  equivalente  equivalente
Ensaio Condicoes de  de acido de acido de acido
extracao galico/100  galico/100 g galico/100 g
g de de castanha de noz
castanha-  de caju crua* peca*
do-brasil*
1 80:20; 40 45,29+0,50 50,17+ 1,05 262,66+
min. 18,91
2 80:20; 20 43,28+0,98 49,10+1,35 249,23+
min. 34,89
3 60:40; 40 49,32+1,78 52,83+ 2,57 289,16+
min. 23,68
4 60:40; 20 49,11+2,36 52,54+ 1,62 266,29+
min. 20,88
5 7e11 70:30; 30 45,2942 81 51,53+ 2,53 283,09+
(©) min. 33,29
6 70:30;44.14 48,41+1,47 54,10+1,80 259,47+
min. 31,43
8 70:30; 15.86 47,31+1,37 50,86+ 1,25 277,32+
min. 6,56
9 55,86:44,14; 51,85+2,30 50,82+ 1,55 273,14+
30 min. 13,54
10 84,14:15,86; 40,04+1,28 44,24+2,34 265,61+
30 min. 19,23

* Resultados expressos em média * desvio padrao

Tabela 5. Efeito dos fatores no teor dos compostos fendlicos totais

utilizando-se etanol como solvente.

Castanha-  Castanha
Fatores do-brasil de caju Noz peca
crua
Valor p
Solvente 0,000 0,000 0,222
Tempo 0,289 0,092 0,800
Interacéo 0,472 0,747 0,760
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O maior teor de compostos fendlicos totais da castanha-do-brasil com a
utilizagéo do etanol foi com 55,86% do solvente e 30 minutos de extragdo. Para
a castanha de caju crua, o maior teor obtido foi com 70% do solvente e 44,14
minutos de extracdao. Em relagdo a noz peca, o maior teor encontrado foi com
60% do solvente e 40 minutos de extracao.

Apenas o fator solvente demonstrou influéncia na resposta experimental
relacionada aos compostos fendlicos totais na castanha-do-brasil e na
castanha de caju crua. No entanto, o fator solvente, assim como nenhum outro
foi relevante para os compostos fendlicos da noz peca. As superficies de
resposta da extracdo com etanol podem ser conferidas nas figuras 3 A), 3 B) e

3 C).

A)

Tempo
30 35 40
|

25

75

70
soW ent®

Solvente

B = 45,29 — 3,32 X1 + 0,47 Xo + 0,45 X4 X2+ 0,29 X4 + 1,25 X,°
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Solvente

B =51,53—1,93 x1+ 0,74 X+ 0,20 X1 Xo— 1,71 x12 + 0,76 X5°

i

40

Tempo
25 30 35
| | |

Solvente

B = 283,09 - 6,78 x1 + 1,38 Xa— 2,36 X1 X2 - 7,37 x1° — 7,86 x2°

Figura 3. Superficie de resposta dos compostos fendlicos totais da
castanha-do-brasil A), castanha de caju crua B) e noz peca C) utilizando o

etanol como solvente.
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Tabela 6. Teor de compostos fendlicos totais da otimizacao de extracédo

das trés sementes oleaginosas utilizando acetona.

mg mg mg
equivalente  equivalente equivalente de
Ensaio Condicoes de de acido de acido acido
extracao galico.100 g~ galico.100  galico.100 g
'de g’ de de noz peca*
castanha-do- castanha de
brasil* caju crua*

1 80:20; 40 min.  40,04+2,38 31,65+ 3,14 509,26+ 81,68

2 80:20; 20 min.  39,72+3,27 29,37+2,79 509,80+ 27,57

3 60:40; 40 min.  49,62+1,89 44,05+ 1,70 536,35+ 39,96

4 60:40; 20 min.  50,59+0,70 41,66+ 1,81 548,52+ 28,35

5 7e11 70:30; 30 min.  45,37+2,69 39,56+ 3,02 559,13+ 32,87

(@)
6 70:30;44.14 4531+1,80 41,41+1,18 563,431 35,57
min.
8 70:30; 15.86 45,08+1,90 38,27+0,26 555,82+ 19,61
min.

9 55,86: 44,14; 51,29+0,12 41,64+ 1,53 542,19+ 24,72
30 min.

10 84,14: 15,86; 36,96+1,14 26,64+ 2,49 498,72+ 66,05
30 min.

Tabela 7. Efeito dos fatores no teor dos compostos fendlicos totais

* Resultados expressos em média * desvio padrao

utilizando-se acetona como solvente.

Castanha- Castanha
Fatores  do-brasil de caju Noz peca
crua
Valor p
Solvente 0,000 0,000 0,061
Tempo 0,926 0,024 0,976
Interacdo 0,593 0,967 0,802




Utilizando-se acetona como solvente, o maior teor de compostos
fendlicos totais da castanha-do-brasil foi obtido com 55,86% (acetona:agua) e
com 30 minutos de extracdo. A castanha de caju crua obteve seu maior teor
com 60% (acetona:agua) e com 40 minutos de extracdo e a noz peca com 70%
(acetona:agua) e com 44 minutos.

O fator solvente foi relevante quanto a resposta dos compostos fenélicos
da castanha-do-brasil foi o solvente. No caso da castanha de caju, o solvente e
o tempo de extracao interferiram na resposta e para a noz peca nenhum fator
foi observado. As superficies de resposta da extracdo com acetona podem ser

conferidas nas figuras 4 A), 4 B) e 4 C).
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Figura 4. Superficie de resposta dos compostos fendlicos totais da

castanha-do-brasil A), castanha de caju crua B) e noz peca C) utilizando a

acetona como solvente.
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De acordo com o ponto maximo encontrado (Tabela 8), as extracdes
foram realizadas com o solvente que apresentou maior extracdo de compostos
fendlicos totais. Sendo assim, a castanha-do-brasil e a castanha de caju crua

foram extraidas com etanol e a noz peca com acetona.

Tabela 8. Pontos de maximo da extracdo dos compostos fendlicos totais

das castanhas do Brasil e de caju crua e da noz peca.

Ponto de maximo
na area avaliada

Tipo Solvente Solvente (%) Tempo de
extracdo (min.)

Castanha- do- Etanol 55,56 15,86
Brasil Acetona 55,56 15,86
Castanha de caju Etanol 70,00 4414
crua Acetona 55,56 44,14
Noz peca Etanol 65,14 31,61
Acetona 66,39 28,02

A etapa da extracdo dos compostos bioativos é de suma importancia
para o éxito da analise a qual se pretende submeté-los e consequentemente,
dos resultados obtidos. Essa etapa visa varios propésitos, como a remocéao de
interferentes da amostra, o aumento da concentracdo do composto de
interesse, a transformagdo do composto para uma forma mais apropriada ao
método analitico, a eliminagcdo de variacbes da matriz da amostra que
prejudiquem a robustez e reprodutibilidade do método analitico (120-122).

Alguns fatores contribuem para a eficiéncia da extracado dos compostos
fendlicos, como a temperatura, a solubilidade do analito, a transferéncia de
massa entre o soluto e o solvente, o tamanho das particulas do alimento, o
tempo de contato das particulas com o solvente extrator, a interacdo com

interferentes da amostra (65,123-124).
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O solvente é considerado o fator principal responsavel pela eficiéncia da
extracdo dos compostos bioativos. Portanto, algumas caracteristicas devem ser
observadas para a sua escolha: a) a afinidade molecular com o soluto
(polaridade); b) a alta seletividade para o composto de interesse; c) a
capacidade de proporcionar a transferéncia de massa; d) a necessidade da
utiizacdo de um co-solvente; e) a toxicidade ambiental e humana; f) a
viabilidade financeira (121,125).

Muitos trabalhos tém utilizado o etanol como solvente extrator de
compostos fendlicos, estando entre as vantagens de sua utilizacdo a baixa
toxicidade e o baixo custo (125-127).

O etanol € completamente soluvel em agua, assim como o metanol. No
entanto, a toxicidade do primeiro é bem mais baixa do que a do segundo. Isso
ocorre devido ao acido férmico, um metabdlito toxico formado enzimaticamente
guando o metanol sofre oxidagéo (126,128-130).

A propanona, mais conhecida como acetona, € bastante utilizada como
solvente. Quando pura, ndo possui a habilidade de formar ligacdes de
hidrogénio, porém, devido ao fato do atomo de oxigénio presente na estrutura
da sua molécula formar ligagdes fortes com o hidrogénio da molécula da agua,
sua solubilidade torna-se completa, comparavel a dos alcoois (128,131).

A solubilidade dos compostos fendlicos esta relacionada aos arranjos de
estrutura quimica, a qual apresenta uma por¢ao polar, o grupo hidroxila (OH), e
outra apolar, o anel aromético, e também as ligacdes de hidrogénio
estabelecidas com as moléculas do solvente (131-132).

As ligacdes de hidrogénio formadas entre o hidrogénio presente no

grupo hidroxila (OH) tanto dos compostos fendlicos quanto dos alcodis, como o
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etanol, e o oxigénio eletronegativo também presente nas duas substancias,

facilita a solubilizagdo dos compostos fendlicos (132).

Quadro 1. Condigbes utilizadas para a extracao de compostos fenélicos

totais de acordo com o tipo de semente oleaginosa.

Semente Solvente Solvente (%) Tempo de
extragdo (min.)

Castanha-do- Etanol 55,56 15’517
brasil

Castanha de caju Etanol 70,00 44’14
crua

Noz peca Acetona 66,39 28°01”

A concentracdo de &gua juntamente com os solventes também
apresentou influéncia sobre a obtencdo dos compostos fendlicos, sendo
observado que em alguns casos, como da castanha-do-brasil, sua maior
concentracao foi favoravel para essa finalidade. Esse fato pode ser explicado
pela propriedade da hidrossolubilidade que o0s compostos fendlicos
apresentam, estando condicionada a alguns fatores como a polaridade do
solvente, ao grau de polimerizacdo, a interacdo com outros componentes € a
formagao de complexos insoluveis (65,67).

Informacdes da literatura que abordam a extracdo de compostos
fendlicos indicam que extragdes realizadas apenas com o solvente absoluto
nao se mostram eficientes para esta finalidade. Em uma mistura hidroalcodlica,
a agua além de propiciar um meio com maior polaridade, exerce também o
papel de facilitar a penetracdo do solvente na matriz através da expansao de
seu tecido vegetal, ocasionando melhora na extragdo (132-135).
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A solucao aquosa da acetona tem sido apontada como a mais eficiente
para a extracdo de taninos, o que pode ser observado em relagédo a noz peca,
que contém altos teores dessas substancias e apresentou melhor
extratibilidade nesse solvente (134,136-138).

O periodo de tempo destinado a extracdo de compostos fendlicos é
outro fator relevante, considerando que a exposicdo constante a certas
temperaturas pode contribuir para o aumento do rendimento dos compostos ou
pode ocasionar sua degradacao devido a longa exposicdo ao oxigénio e a luz.
Esse fato pode ser observado na castanha-do-brasil e na noz peca, que
obtiveram seus pontos maximos de extracao abaixo do tempo maximo testado

(133-135,139).

5.2.1. Compostos fendlicos totais

Na Tabela 9 apresentam-se os resultados decorrentes da extracao de
compostos fendlicos, considerando-se as condi¢des indicadas para o processo
extrativo.

Tabela 9. Teor de compostos fendlicos totais da castanha-do-brasil e de

caju crua e da noz pecd em mg .100 g

Oleaginosa mg equivalente de acido
gélico.100 g’
Castanha-do-brasil 66,40+7,37°
Castanha de caju crua 64,01+6,07°
Noz peca 776,72+106,52°

Médias seguidas de letras diferentes na coluna indicam diferengas estatisticas entre os resultados
de acordo com o método GEE (a=5%).

A noz pecd apresentou valor bem acima das outras oleaginosas

estudadas, apresentando diferenca significativa em relacdo as demais e com
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isso evidenciando sua importancia como fonte de compostos fendlicos. O
contrario ocorreu com a castanha de caju crua que apresentou a menor
quantidade entre as trés sementes analisadas.

Os compostos fendlicos possuem influéncia algumas sobre algumas
caracteristicas sensoriais dos alimentos, como o0 aroma, adstringéncia,
coloragao (63,67,74-75).

Os teores de compostos fendlicos da castanha-do-brasil e de caju crua
ficaram abaixo do encontrado dos seguintes trabalhos. Abe et al. (57)
encontraram 106 mg.100g"' e Gomes & Torres (135) 182 mg.100g" na
castanha-do-brasil, enquanto que Chandrasekara e Shahidi (46) e Abe et al.
(57) encontraram, respectivamente, 114 mg.100g" e 381 mg.100g" na
castanha de caju crua. Em relacado a noz peca, o valor encontrado apresentou-
se acima ao de Abe et al. (57), 703 mg.100g™”". Essas diferencas podem ser
explicadas devidas as varias formas de extracao dos compostos fendlicos entre
os trabalhos, como a utilizacao de solventes e temperaturas diferentes.

Outros fatores também podem contribuir para o teor dos compostos
fendlicos, como a variedade da planta, a exposi¢cdo a luz solar, o grau de
maturacdo, a forma de armazenamento e principalmente, por condi¢cdes
climaticas e fatores genéticos (61,67,137,140).

A temperatura € outro fator que pode influenciar quantitativamente e
qualitativamente os compostos fendlicos. Temperaturas acima de 60°C podem
degradar os compostos fendlicos, prejudicando o rendimento no processo de
extracdo e posteriormente, na capacidade antioxidante (67,133,135,141-142).
Diante disso, optou-se nesse trabalho pela utilizagdo de temperatura a 30°C

para a extracdo dos compostos fendlicos.
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Dentre as oleaginosas analisadas nesse estudo, a castanha de caju € a
Unica que possui a necessidade de passar por tratamento térmico para estar
apta ao consumo (36). Temperaturas altas utilizadas nesse processo podem
favorecer maior rendimento na extracdo de alguns tipos de compostos
fendlicos presentes na castanha de caju (46).

Outro aspecto que pode ser levado em consideracao € a interacao dos
compostos fendlicos com os demais nutrientes presentes nos alimentos,
principalmente com as macromoléculas. O complexo formado entre os
compostos fendlicos e o0s macronutrientes pode ter efeitos sobre a
bioacessibilidade, a biodisponibilidade e a atividade biolégica dos primeiros
(56).

Alteracdes sensoriais sao relatadas devido a interacdo com carboidratos,
como a diminuicdo na adstringéncia ocasionada pela formagdo de um
complexo entre pectina e taninos (56,143-145).

O complexo formado com as proteinas tem impacto negativo na
biodisponibilidade e na atividade biolégica dos compostos fendlicos. Algumas
caracteristicas dos compostos fendlicos facilitam a formagdo de complexo com
as proteinas, como o peso molecular, a flexibilidade e o numero de grupos OH
presentes na molécula. Fatores externos também favorecem essa interagao,
como a temperatura, o pH, a concentracao de sal (145-146).

O ensaio de Folin-Ciocalteu possui como desvantagem a possibilidade
de interagir com outros componentes presentes na amostra, o que pode
superestimar o teor dos compostos fendlicos. Dentre esses componentes estao
as proteinas, o que pode afetar a quantificagdo dos compostos fenélicos nas
sementes oleaginosas, ja que apresentam quantidade consideravel desse

nutriente (65,81).
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5.3. Capacidade Antioxidante

Os ensaios do ABTS e DPPH sao baseados na reacdo quimica que
consiste na transferéncia de elétron (ET), onde ocorre uma reacédo entre um
redutor (antioxidante) e um oxidante (radical livre) que é um indicador do ponto
final da reacéo, através da mudanca de coloracao (147).

Na Tabela 10 apresentam-se os resultados da capacidade antioxidante
pelos métodos ABTS e DPPH em umol equivalente de Trolox por grama de

oleaginosa.

Tabela 10. Capacidade antioxidante em equivalente Trolox expresso em

umol por grama de oleaginosa.

Oleaginosa ABTS DPPH
umol equivalente de umol equivalente de
Trolox. g~ Trolox. g *
Castanha-do-brasil 23,32 +1,91° 1,20 +0,20°
Castanha de caju crua 24,49 + 2,64° 2,81 +0,33°
Noz peca 238,17 + 25,43 142,12 + 16,722

*Médias seguidas de letras diferentes na coluna indicam diferengas estatisticas entre os resultados
de acordo com o método GEE (0=5%).

Os resultados obtidos através do ensaio com o radical ABTS mostraram
que nao houve diferenga significativa entre as castanhas, que por sua vez
foram significativamente menores que a capacidade antioxidante da noz peca.

O valor de trolox equivalente encontrado na castanha-do-brasil utilizando
o ensaio ABTS esta acima do encontrado por Gomes e Torres (135), 4,07

-1 . n . .
umol.g”. Alguns fatores que podem ter influéncia nessas diferencas
observadas sdo a variedade, a safra e o armazenamento das sementes

oleaginosas.
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A forma de extracdo dos compostos fendlicos também interfere na sua
capacidade antioxidante. O tempo de extragdo, temperatura utilizada e a
concentracdo do solvente sdo alguns dos fatores que devem ser considerados
(135).

A polaridade do solvente possui papel importante no mecanismo de
transferéncia de elétrons e atomos de hidrogénio. No caso do ensaio do ABTS
e do DPPH, solventes polares mostram-se melhores na resposta da
capacidade antioxidante (148).

A capacidade antioxidante demonstrada através do ensaio com o radical
DPPH indicou diferenca significativa entre as trés sementes oleaginosas. Da
mesma forma que ocorreu com o ensaio com o radical ABTS, a noz peca foi a
que apresentou maior capacidade antioxidante.

Estudo realizado por Abe et al. (57) utilizando o método do DPPH
indicaram quantidade maior de equivalente trolox na castanha-do-brasil, 2,6
umol.g". Na castanha de caju crua, o mesmo estudo encontrou 3,0 pmol.g™,
valor aproximado ao encontrado nesse presente estudo e 58 pmol.g™ na noz
peca, apresentando valor bem inferior comparado a esse estudo. Assim como
ocorreu no teor de compostos fendlicos totais, as diversas formas de extracao
dos trabalhos podem estar relacionadas a esses resultados.

Algumas caracteristicas da estrutura quimica dos flavonoides favorecem
sua atividade antioxidante, como a presenca de uma hidroxila (OH) ligada ao
carbono da posicdo C4’ do anel B ou ligada ao carbono da posi¢cdo C3 do anel
C (67,73,149).

As sementes oleaginosas analisadas possuem teor consideravel de
proteina, principalmente as castanhas. Como ja mencionado anteriormente, a

interacdo com as proteinas pode afetar a atividade biol6gica dos compostos
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fendlicos, incluindo sua capacidade antioxidante e que pode ser um fator que
contribua para os resultados encontrados (146,150).

A correlagcédo entre a capacidade antioxidante e os compostos fendlicos
totais das sementes oleaginosas obteve resultado significativo e positivo tanto
para o ensaio com DPPH (r=0,71; p< 0,0001) quanto para o ABTS (r=0,90; p<
0,0001). A acéo antioxidante dos compostos fenélicos acontece quando ha a
doacdo do elétron do grupo OH para o radical livre, estabilizando-o e
impedindo sua reacao em cadeia (67).

Os compostos fendlicos atuam na eliminacao de radicais peroxil que
causam a peroxidacgao lipidica, o que pode favorecer a protecao dos lipideos
gue sdo componentes majoritarios nas sementes oleaginosas. O grupo OH da
estrutura fendlica possui a propriedade de se ligar ions como o ferro e o cobre,
causando a quelacdo, que é uma forma pouco ativa, impedindo a reacao

desses ions com outras moléculas, gerando radicais livres (3).

5.4. Compostos fendlicos individuais

Os cromatogramas da castanha-do-brasil, da castanha de caju crua e da

noz pecéa podem ser observados nas figuras 5, 6 e 7 abaixo.
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Figura 5. Cromatograma castanha-do-brasil.
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Figura 6. Cromatograma da castanha de caju crua.
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Figura 7. Cromatograma da noz peca.

Tabela 11. Tempo de retengao e espectro maximo UV dos padrdes dos

compostos fenélicos analisados por HPLC-DAD.

Composto Tempo de Espectro maximo
fendlico retengao (min.) UV (nm)
Acido galico 3,39 269
Catequina 13,49 233
Epicatequina 19,79 233

De acordo com os cromatogramas pode ser verificado que ha indicio

que alguns compostos estejam presentes, porém devida a baixa concentracao
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das amostras houve dificuldade na confirmacdo da presenca dos mesmos
perante os espectros de ultravioleta.

Os compostos fendlicos que foram identificados sdo o acido galico,
presente nas trés sementes oleaginosas; a catequina na castanha-do-brasil e

na castanha de caju crua e a epicatequina na castanha de caju crua.

COOH

OH
HO

OH

Figura 10. Estrutura do acido galico (151).

Algumas fontes de &cido gélico sao folhas de cha verde e branco, mirtilo,
cravo, nozes e uva. Estudos realizados com esse acido fendlico indicam
propriedades como a antioxidante, antifingica, antibacteriana, anti-inflamatéria,
anticancer, neuroprotetiva (5,151,153).

Em relacdo a sua capacidade antioxidante, alguns trabalhos realizados
mostram que é potencializada na presenca de acucares, o que reforca a
importancia de seu consumo em frutas (77).

A catequina e a epicatequina sao flavonoides pertencentes ao grupo
flavanéis que podem assumir a forma monomérica livre, como também

associadas entre si, compondo os taninos condensados (61,67).
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Figura 11. Estrutura da catequina e da epicatequina (64,154).

De acordo com estudos realizados, a catequina apresenta varias
propriedades que beneficiam a saude humana, como anti-hipertensiva, anti-
inflamatéria, antitrombdtica, redutora da absorcdo de gordura e dos niveis de
colesterol no plasma sanguineo (154-155).

A capacidade antioxidante do acido galico é maior do que a da
epicatequina e da catequina, 3,01, 2,5 e 2,4 mM equivalente trolox,
respectivamente. O galato de epicatequina e o galato de epigalocatequina
possuem uma ligacao de esterificagcdo com o acido galico no 3-hidroxil de suas
estruturas, o que favorece o aumento significativo da capacidade antioxidante,
respectivamente 4,9 e 4,8 mM equivalente trolox (70,154,156).

O acido galico e a catequina séo soluveis em agua. A quantidade de
grupos hidroxilas presentes em suas estruturas € fundamental para a
solubilidade, visto que formam mais ligagdes de hidrogénio com a agua (157-
159). Essa propriedade dos compostos fenédlicos é uma condigcdo necessaria
para que sejam armazenados no vacuolo celular da planta, protegendo assim
0s compostos e impedindo-os de interagirem com as macromoléculas (76,160-

161).
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Nos cromatogramas da castanha-do-brasil e da noz peca é possivel
observar a presenca de um composto com intensidade de sinal alta no tempo
de retencao a partir de 25 minutos. De acordo com o tempo de retencéo, pode-
se deduzir tratar-se do acido ferulico, porém, analises mais aprofundadas sao
necessarias para confirmar sua identidade. Nota-se que esse composto possui
maior intensidade na noz peca.

O acido ferulico, também conhecido como &acido 4-hidroxi-3-metoxi-
cindmico, possui funcado antioxidante devida a presenca de um grupo metoxil
(OCHg) e de um grupo hidroxila (OH) no anel benzénico. O grupo carboxilico
também presente em sua molécula auxilia na protecao contra a peroxidacao
lipidica, o que pode ser um fator benéfico para os lipideos presentes nas
sementes oleaginosas (162-163).

A possivel presenga do acido ferulico na noz pecad pode ser uma
condicdo que favoreca o entendimento de sua capacidade antioxidante
demonstrada em relacao a castanha-do-brasil e castanha de caju, ja que esse
composto possui intensidade de sinal bem maior quando comparado aos

cromatogramas das outras duas sementes.

6. Conclusao

A otimizacdo do processo extrativo dos compostos fendlicos mostrou
que as melhores condi¢coes para a castanha-do-brasil foi o etanol 55,56% e
tempo 15'51”, para a castanha de caju crua foi o etanol 70% e tempo 44'14”,
para a noz peca a acetona 66,39% e tempo 2801”. A polaridade,
proporcionada pela presenga da agua, contribuiu de forma significativa para a

eficiéncia das extragdes. O teor de compostos fendlicos nao diferiu entre a
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castanha-do-brasil e a castanha de caju crua, 66,40 e 64,01 mg.100g™,
respectivamente. A noz peca destacou-se pelo seu alto teor de compostos
fenélicos, 776,72 mg.100g™", diferindo significativamente das castanhas.

A capacidade antioxidante avaliada pelo ensaio ABTS ndo mostrou
diferenga significativa entre a castanha-do-brasil e a castanha de caju crua,
23,32 e 24,49 umol equivalente Trolox.g™, respectivamente. No ensaio DPPH
houve diferenga significativa entre as castanhas, 1,20 pumol equivalente
Trolox.g™' na castanha-do-brasil e 2,81 umol equivalente Trolox.g™". A noz peca
apresentou diferenca significativa em relacdo as castanhas nos dois ensaios
realizados, 238,17 umol equivalente Trolox.g' no ABTS e 142,12 pmol
equivalente Trolox.g' no DPPH. A correlagdo entre o teor de compostos
fendlicos e a capacidade antioxidante foi positiva e significativa.

Os compostos fendlicos identificados por CLAE nas sementes
oleaginosas foram o acido galico, a catequina e a epicatequina, sendo
observada a presenca do acido galico nas trés sementes oleaginosas.

A noz peca destacou-se em relagdo as castanhas devido ao teor de
compostos fendlicos e capacidade antioxidante, reforcando a necessidade de

mais estudos com essa semente, visto que ainda sdo escassos.
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Apéndice 1. Curvas de calibragcdo dos compostos fendlicos totais da matriz de
otimizacdo da noz pecd, castanha-do-brasil e castanha de caju extraidos com

etanol.
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Absorbéancia

Compostos fendlicos totais da castanha de caju
extraida com etanol
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Apéndice 2. Curva de calibracdo dos compostos fendlicos totais da matriz de

otimizacdo da noz peca, castanha-do-brasil e castanha de caju crua extraida

com acetona.

Absorbéncia
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Apéndice 3. Curvas de calibragcao dos compostos fendlicos totais da castanha-

do-brasil, castanha de caju crua e da noz peca.

Absorbancia
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Apéndice 4. Curva de calibragdo do ensaio DPPH.

Absorbéncia
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Apéndice 5. Curva de calibragdo do ensaio ABTS.

Absorbéancia
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Apéndice 6. Cromatograma dos padrdes de compostos fendlicos.

20004 Detector A-278 nm
— Amodras 7
Padrao_Mix_Final
15004
-
gDDD-
6
1 4
5004
3 5
2
0
0 5 10 15 20 25 Y 35 40
Minutes

Legenda: (1) Acido galico; (2) Catequina; (3) Acido clorogénico; (4) Acido
siringico; (5) Epicatequina; (6) Acido p-cumarico; (7) Acido ferdlico.
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