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RESUMO

A castanha de sapucaia (Lecythis pisonis Cambess) é uma oleaginosa
nativa da Amaz6nia, que ocorretambém nas regifes Nordeste e Sudeste,
abrangendo no Brasil os biomas Amazonia e Mata Atlantica. Apesar do
seu potencial nutricional e econémico, a castanha de sapucaia
permanece inexplorada.Neste trabalho foi estudado o perfil quimico da
castanha de sapucaia e de seus subprodutos (torta e casca). Além disso,
foi avaliado o efeito da crioconcentracdo nas propriedades nutricionais
do extrato hidrossollvel da torta da castanha de sapucaia. As castanhas e
tortas apresentaram alto teor de lipidios (47,9 a 60,8 g 100 g'?, proteinas
(15,8 a 19,5 g 100g™), fibra alimentar (16,5 a 22,6 g 100 g~) e selénio
(26,4 a 46,94 ug g™). O 6leo apresentou elevada composicdo de acidos
graxos insaturados (39,7 a 45,4% de acido oléico e 32,2 a 46,6% de
acido linoléico). Os principais triacilglicerdis no 6leo de sapucaia foram
LLO, PLO, LOO, POO, 000, PLL e LLL. O indice de Estabilidade
Oxidativa (8,57-12,95 horas) indicou a presenca de compostos
antioxidantes no dleo. Os principais lipideos bioativos identificados no
6leo foram y-tocoferol (19,2 a 28,5 mg 100 g™) e B-sitosterol (92,8 a 194
mg 100 g™). Na castanha de sapucaia foram identificados por LC-ESI-
MS/MS 14 compostos fendlicos, principalmente acidos fendlicos e
flavondides. Catequina, epicatequina, miricetina, acido elagico e acido
fertlico apresentaram correlacdo significativa com a atividade
antioxidante. Na casca da sapucaia foram identificados 22 compostos
fenolicos. Os &cidos galico, protocatecuico, vanilico, feralico e elagico,
epigalocatequina, catequina, epicatequina, taxifolina, miricetrina e
vanilina foram os compostos fendlicos quantificados em todas as
amostras. Todos os compostos identificados foram reportados pela
primeira vez nesta matéria-prima. O composto fendlico mais abundante
encontrado na casca de sapucaia foi a catequina. O extrato de casca de
sapucaia apresentou o maior teor de compostos fenolicos totais, alto teor
de taninos condensados e alta atividade antioxidante. O efeito de cinco
estagios de crioconcentracdo em bloco sobre 0os compostos nutricionais
e fitoquimicos do extrato hidrossolivel obtido a partir da torta de
castanha de sapucaia foi estudado. Em relagdo & composicdo dos
concentrados observou-se que os teores de solidos totais, proteinas,
cinzas, carboidratos, so6lidos soliveis (°Brix) e minerais aumentaram
com os estagios de crioconcentragdo.O concentrado apresentou valores
crescentes de compostos fenolicos totaise atividade antioxidante pelo
método ABTS nos estagios C3, C4, C5 de crioconcentragdo. No entanto,



a atividade antioxidante determinada pelo ensaio FRAP aumentou
significativamente (p <0,05) para todos os estagios de crioconcentracgdo.
Os compostos fendlicos como os acidos galico, vanilico, ferulico,
sindpico e salicilico, catequina, taxifolina e sinapaldeido, aumentaram
substancialmente em todos os estdgios de crioconcentracdo. Os
resultados obtidos indicaram que a castanha de sapucaia e seus
subprodutos sdo ricos em compostos nutricionais, bioativos e
antioxidantes. Além disso, as matérias-primas estudadas podem ser
consideradas promissoras para a industria de alimentos, cosmética e
farmacéutica. A torta de castanha de sapucaia pode ser utilizada para a
obtencdo de extrato hidrossollivel e a tecnologia de crioconcentracdo
pode ser utilizada para a concentracdo de nutrientes e compostos
bioativos. As fracOes obtidas através da concentracdo por sua vez podem
ser utilizadas como ingrediente para o0 enriquecimento nutricional de
diferentes alimentos.

Palavras-chave: Torta de castanha de sapucaia. Casca de castanha de
sapucaia. Tocoferdis. Fitoesterois. Compostos fenodlicos. Extrato
hidrossoltvel. Crioconcentragéo.



ABSTRACT

The sapucaia nut (Lecythis pisonis Cambess) is an oleaginous native of
the Amazon, occurring also in the Northeast and Southeast regions,
covering in Brazil the Amazon and Atlantic Forest biomes. Despite its
nutritional and economic potential, Brazil nut remains unexplored. In
this work the chemical profile of the sapucaia nut and its co-products
(cake and shell) was studied. In addition, the effect of cryoconcentration
on the nutritional properties of the hydrosoluble sapucaia nut extract was
evaluated.The nuts and cake exhibited a high content of lipid (47.9 to
60.8 g 100 g™), protein (15.8 to 19.5 g 100 g™), dietary fiber (16.5 to
22.6 g 100 g™) and provided an excellent source of selenium (26.4 to
46.94 pg g™t). The oil contained a high amount of unsaturated fatty acids
(39.7 to 45.4% of oleic and 32.2 to 46.6% of linoleic acids). The major
triacylglycerols in the sapucaia oil were LLO, PLO, LOO, POO, 000,
PLL and LLL. The Oxidative Stability Index (8.57-12.95 hours)
indicating the presence of antioxidant compounds in the oil. The main
bioactive lipids identified in the oil were y-tocopherol (19.2 to 28.5 mg
100 g) and P-sitosterol (92.8 to 194 mg 100 g*). 14 phenolic
compounds were identified by LC-ESI-MS/MS in the sapucaia nut
extract, primarily phenolic acids and flavonoids. Catechin, epicatechin,
myricetin, ellagic acid and ferulic acid presented significant correlation
to the antioxidant activity. The sapucaia shell contained 22 phenolic
compounds. The gallic, protocatechuic, vanillic, ferulic, and ellagic
acids, epigallocatechin, catechin, epicatechin, taxifolin, myricetin, and
vanillin were quantifiedin all samples. All identified compounds were
reported for the first time in this raw material.Catechin was the most
abundant phenolic compound found in sapucaia shell. The sapucaia shell
extract showed a high content of total phenolic compounds, a high
condensed tannins content, and high antioxidant activity. The effect of
five stages of freezing concentration in blocks on the nutritional and
phytochemical compounds of the hydrosoluble extract of sapucaia nut
cake was studied. Overall, in relation to concentrates composition was
observed that total solids, proteins, ash, carbohydrate, soluble solids
(°Brix) and minerals contents increased with the freeze concentration
stages. The concentrate showed increasing values of phenolic
compounds and antioxidant activity by the ABTS method in the
cryoconcentration stages C3, C4 and C5. However, the antioxidant
activity determined by the FRAP assay increased significantly (p <0.05)
for all stages of cryoconcentration. The isolated phenolic compounds
detected by LC-ESI-MS/MS, such as gallic, vanillic, ferulic, sinapic and



salicylic acids, catechin, taxifolin andsinapaldehyde, improved
substantially in all freeze concentration stages.The results indicated that
the sapucaia nut and by-products are rich in nutritional compounds,
bioactive and antioxidants and their presence in the diet can contribute
to the maintenance of human health. In addition, the raw materials
studied may be considered promising for the food, cosmetic and
pharmaceutical industries. The sapucaia cake can be used to obtain a
hydrosoluble extract and the cryoconcentration technology can be used
for the concentration of nutrients and bioactive compounds. The
fractions obtained through the concentration in turn can be used as an
ingredient for the nutritional enrichment of different foods.

Keywords: Sapucaia cake. Sapucaia shell. Tocopherols. Phytosterols.
Phenolic compounds. Hydrosoluble extract. Cryoconcentration.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1.1 - Arvore da Sapucaia em floracdo (Lecythis pisonis
CAMDESS) ..ttt e
Figura 1.2 - Sapucaia (Lecythis pisonis Cambess): A) Tronco. B) Ramo
com flores e botBes florais. C) Flor com numerosos estames
AMAEEIOS. ...ttt nens
Figura 1.3 - Castanha de Sapucaia (Lecythis pisonis Cambess). A) Fruto
maduro, com o opérculo aberto e, polpa e castanha no seu interior. B)
Fruto vazio e castanhas com casca. C) Castanhas com casca. D)
CaStaNNas SEM CASCA. ....cuvvveererteieiereieieeee e esiee st e e e s seseese e seere e eeene s
Figura 1.4 - Estrutura quimica dos acidos fendlicos mais amplamente
distribuidos NA NATUIEZA. ........ccoiv e e
Figura 1.5 - Estrutura genérica dos flavondides............ccccoveivnecivrecnnne.
Figura 1.6 - Estrutura quimica dos flavonoides............ccooevvevvieneiinieninnns
Figura 1.7 - Estrutura quimica de um tanino condensado
(ProantoCianiding).........ccoverieeeriieieese e erea
Figura 1.8 - Ensaio de vanilina para taninos condensados.............c.cccueu...
Figura 1.9 - Estabilizagio do radical ABTS®" por um antioxidante e sua
formacéo pelo persulfato de potassio (KsSOs).....ovevvrererrieeenieieerieeerireenenes
Figura 1.10 - Estrutura do radical DPPH’ e reacéo de estabilizacdo com
UM ANEIOXTAANTE. ...t e
Figura 1.11 - Reducdo do Fe (lIl) a Fe (Il) pela adicdo de um
ANTIOXIHANTE. ...ttt e
Figura 1.12 - Meétodos de crioconcentracdo. (a) Cristalizagdo por
suspensdo. (b) Crioconcentragio ProgreSSiVa. .......c.ccovveeerrrecrereeenereeceenns
Figura 2.1 - Mapa de estados e municipios onde as amostras foram
coletadas. PI: Piaui; MG: Minas Gerais..........ccccoureernuerineerinenreneseneeens
Figura 2.2 - Amostras de castanha de Sapucaia (Lecythis pisonis
Cambess). A) Castanhas provenientes do Piaui (1, 2 e 3) e de Minas
Gerais (4). B) Diferenca de tamanho entre castanhas de diferentes
TROIOES. ...ttt et
Figura 2.3 - Diagrama das analises realizadas na castanha, torta, 6leo de
CASCA A SAPUCAIR. «...vevvereeeeesrerieee et s
Figura 4.1 - Fluxograma do processo de crioconcentragdo em bloco onde
0 EHS representa o volume inicial do extrato hidrossolivel da torta da
castanha de sapucaia, C1, C2, C3, C4 e C5 representa as fragdes
concentradas e G1, G2, G3, G4 e G5 representam as fracGes de

33

33

34
39
40
41

42
44

47

48

48

51

71

72

73






LISTA DE TABELAS

Tabela 1.1 - Composigdo nutricional da castanha de sapucaia obtida em
AIfErentes EStUAODS. ....c.veveiireiririeee e e
Tabela 1.2 - Composicao mineral da castanha de sapucaia............c.c.........
Tabela 1.3 - Perfil de &cidos graxos do 6leo da castanha de sapucaia........
Tabela 2.1 - Limites de detec¢do (LOD), limite de quantificagdo (LOQ) e
coeficientes de determinacdo (R?) utilizados para cada um dos elementos
ESTUARUOS. ...ttt et
Tabela 2.2 - Composicdo nutricional (g 100 g™") da castanha, torta e
CASCA A8 SAPUCAIR «...vvereeterereeteieseeieesiete e see e st tesesee e stesesesse e sreseeseneees
Tabela 2.3 - Composicdo de minerais (ug g~) na castanha e torta de
SAPUCAIA .ttt sttt sttt etttk sr bbbt bt e st e st bt nb et £eneerennennen
Tabela 2.4 - Ingestdo Dietética Recomendada (Recommended Dietary
Allowance/RDA) de minerais para adultos (homens e mulheres, 19-50
anos) da ingestdo de 2 g de castanha e torta de sapucaia .........ccocevververvennnn
Tabela 2.5 - Caracteristicas fisico-quimicas do 6leo de castanha de
T 1010 [0 LT RSO UP PSSRSO
Tabela 2.6 - Composicéo de acidos graxos, tocoferois e fitoesterdis no
0leo de castanha de SAPUCAIA ......cuveereereeiieieieie e
Tabela 2.7 - Composi¢cdo de triacilglicerideos (TAGs) no 6leo de
SAPUCRIA 1.vvvvesveietesteeetesieste s et et ettt st s e s sbe st e s e ebesbes s e re st e senne eereatenrens
Tabela 2.8 - Varia¢do da composigéo nutricional da castanha de sapucaia
em comparacao as castanhas: Brasil, caju, baru e chicha...........ccccceevrnne.
Tabela 3.1 - fon precursor, fon quantitativo, tempo de retencéo, limite de
deteccdo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ), equacdo da curva e
coeficiente de determinacdo (R%) dos compostos fenolicos identificados
nas amostras de castanha e casca de SAPUCAIA ...........oveerveeerreererreerenreennns
Tabela 3.2 - Contetido de compostos fenélicos identificados (mg g™ de
extrato seco) em castanha e casca de SAPUCAIR ...........ccevrvevrerrererreeneeenennas
Tabela 3.3 - Perfil fendlico da castanha do Brasil, caju, baru, noz pecan e
castanha de chiché e seus subprodutos (pele e casca dura)..........cccccovevrene.
Tabela 3.4 - Compostos fenolicos totais (FT), capacidade antioxidante
(FRAP, ABTS e DPPH) e taninos condensados (TC) em extratos de
castanha e casca de Sapucaia (PESO SECO).....ueruiriierrieaerierirresieseerasressesseenens
Tabela 3.5 - Correlagdo entre capacidade antioxidante e compostos
fenolicos na castanha e casca de SAPUCAIA. ......vcverververerveeeeriesieise e seeneeas
Tabela 4.1 - Limites de detec¢do (LOD), limite de quantificacéo (LOQ) e
coeficientes de determinacdo (R?) utilizados para cada um dos elementos
BSLUTAUOS. ...ttt e e
Tabela 4.2 - Propriedade fisico-quimica do extrato hidrossolUvel da torta
de castanha de sapucaia (EHS) inicial, concentrados (C) e gelo (G) para
cada estagio de CrioCONCENTIAGAD. ........civiievirieieireiere e et
Tabela 4.3 - Propriedade fisico-quimica (Acidez titulavel e pH) do
extrato hidrossollvel da torta de castanha de sapucaia (EHS) inicial,

36
37
38
75
80

83

84

88

89

91

93

120

122

124

130

132

155

163



concentrados (C) e gelo (G) para cada estdgio de crioconcentracéo............
Tabela 4.4 - Composi¢do mineral do extrato hidrossolivel da torta da
castanha de sapucaia (EHS) inicial, fracdo concentrada (C) e gelo (G)
para cada estagio de CrioCONCENLraGa0. ........c.oeuevreeeeereesieie e
Tabela 4.5 - Densidade e cor (L*, a*, b*, C* h*) do extrato
hidrossolivel da torta de castanha de sapucaia (EHS) inicial, fragdo
concentrada (C) e gelo (G) para cada estagio de crioconcentragéo.............
Tabela 4.6- fon precursor, ion quantitativo, tempo de retenco, limite de
detec¢do (LOD), limite de quantificacdo (LOQ), equagOes da curva e
coeficientes de determinagdo (R®) da anélise de compostos fenélicos do
extrato hidrossolGvel da torta da castanha de sapucaia (EHS) inicial,
fracdo concentrada (C) e gelo (G) para cada estagio de
(ot o Tolo] g Tr=] g1 1 = To%: To OSSPSR PP
Tabela 4.7- Perfil fenélico (mg g*) do extrato hidrossoltvel da torta da
castanha de sapucaia (EHS) inicial e fracdo concentrada (C) para cada
eStAgio de CriOCONCENTIAGAD. ......cvveveerriie s e
Tabela 4.8 - Teor de fendlicos totais (FT) e atividade antioxidante
(ABTS e FRAP) do extrato hidrossolivel da torta de castanha de
sapucaia (EHS) inicial, concentrado (C) e gelo (G) para cada estagio de
CHIOCONCENTIAGAD. ....vvvveeiereee ettt e e
Tabela 4.9 - Correlacdo entre FT, capacidade antioxidante (FRAP e
ABTS) e compostos fendlicos individuais do extrato hidrossolivel da
torta da castanha de sapucaia (EHS) inicial e fracdo concentrada (C) para
cada estagio de CriOCONCENEIAGAD. ........c.cverevrieriiriireris e s

166

168

170

172

173



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

A - Amostras do Piaui

ABTS - 2,2"-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)

AG - Acido graxo

Al - Aluminio

AOAC - Association of Official Analytical Chemists

AOCS - American Oil Chemists' Society

B - Amostras de Minas Gerais

C - Concentrado

Ca - Calcio

Cd - Cadmio

Cr - Cromo

Cu - Cobre

DPPH - 2,2-difenil-1-picrylhydrazil

ECN - NUmero de carbonos equivalente

EHS - Extrato hidrossollvel da torta da castanha sapucaia

EP - Eficiéncia do processo

FAO/WHO - Organizagdo das Nacbes Unidas para a Alimentacdo e a
Agricultura

FC - Fator de concentracdo

FRAP - Poder Antioxidante de Redugdo do Ferro (do inglés Ferric
Reducing Antioxidant Power)

FT - Fendlicos totais

G - Gelo

HPLC - Cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés High
Performance Liquide Chromatography)

IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

ICP-MS - Espectrometria de massa com plasma indutivamente
acoplado

LC-ESI-MS/MS - Cromatografia liquida acopladas a espectrometro de
massas

LOD - Limite de deteccdo

LOQ - Limite de quantificacéo

Mg - Magnésio

Mn - Manganés

Mo - Molibdénio

MS - Massas

Na - Sodio

Ni - Niquel

Pb - Chumbo



Se - Selénio

Sn - Estanho

TAG - Triacilglicerdis

TC - Taninos condensados

TEAC - Capacidade antioxidante equivalente em Trolox
TPTZ - Complexo 2,4,6- tripiridil-s-triazina

Zn - Zinco



SUMARIO

INTRODUGAO. ...t 23
OBUIETIVOS ...ttt s 27
ODBjJEtIVO GEIAL......ceciiieieee e e 27
ODbjetivos ESPECITICOS. .. cuiiieiriiieieicree st 27
CAPITULO 1: REVISAO BIBLIOGRAFICA........c.coovvrmreririnrinnes 29
1.1. Castanhas COMESHIVEIS. ..ot e 31
1.2. Castanha de sapucaia (Lecythis pisonis Cambess) ..........c.ccccevreeeinnes 31
1.2.1. Composig¢do nutricional da castanha de sapucaia...........c.ccoerverinienns 35
1.3. CoOMPOSLOS FENGIICOS. ... it 38
1.3.1. Analise de compostos fENOHICOS. .........cuovrvrerieriirescieee e 42
1.3.2. Avaliacdo da atividade antioxXidante............c.coovevreeivniirncnennes 45
1.4. Extrato hidrossolivel vegetal..........cccoccovrieiinireineee e 48
1.5, CriOCONCEIIAGAD. .. cvvevvivirieriitiitesiereste et st stese ettt srese e see e 50
REFERENCIAS. ..ottt esssssssasssesssnees 53

CAFfI'TULO 2 - COMPOSICAO NUTRICIONAL E PERFIL
LIPIDICO DA CASTANHA DE SAPUCAIA (Lecythis pisonis

Cambess) E SEUS SUBPRODUTOS. ......ccooirrnirnieie e 65
RESUMO ... ..ottt sttt nneen s 67
1. INTRODUGAO. ..ottt 69
2. MATERIAL DE METODOS........coiviiisiieeeeeeeeeee s 71
2.1 AIMOSETAS. ....covivieiieii et s 71
2.2. Reagentes qUIMICOS .......cveiririrrienierseieieeiee s 72
2.3. Obtengdo do 6leo e torta da castanha de sapucaia..........ccocevevevrnenen. 72
2.4. ComposiGE0 NUEFICIONAL...........covviieiceeec s 73
2.5. COMPOSIGAD MINETAL.....cveiiiiiieiiiiie e 74
2.6. Caracterizacao fisico-quimica do 6leo de castanha de sapucaia.......... 75
2.7. COmMPOSIGAO de ACIAOS GraX0S......vccvvererrerreiereserieriareareieressesessesseneens 75
2.8. ComposiGaAO0 de tOCOTErGIS. ......c.cvviiiirir i 76
2.9. ComposiGaO0 de FItOESLEIOIS. ......eveverierieriieiiieie et s 76
2.10. Composicao de triaCilgliceris. ... 77
2.11. ANAliSE EStAtISICA. ... c.evevevi it 77
3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ........c.oieiiieeeeeeesesereeesvesen s 79
3.1. Composicéao nutricional da castanha, torta e casca de sapucaia.......... 79
3.2. Composicdo mineral da castanha e torta de sapucaia...........cc.cccvevene. 82
3.3. Caracterizacgdo fisico-quimica do 6leo de sapucaia...........cccevrerrarnans 86
3.4. Composigao de 4cidos graxos, tocoferois e fitoesterdis em dleo de

T 10100 U RSO RS . 89
3.5. Perfil de triacilglicerideos (TAGSs) no dleo de sapucaia............cc.c.e.... 91
3.6. Composicao nutricional e perfil lipidico da castanha de sapucaia em

comparagdo com castanha do Brasil, caju, baru e chicha............c...cco........ 92
4. CONCLUSAO. ...t sesssssss s 95
REFERENCIAS. ..ottt 97

CAPITULO 3 - PERFIL DOS COMPOSTOS FENOLICOS E



ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA CASTANHA DE SAPUCAIA

(Lecythis pisonis Cambess) E SEUS SUBPRODUTOS..........ccccceevviens 105
RESUMO ...ttt e 107
1. INTRODUGAO. ......ooeeeeeeeeeieeveeeteeeeevee e e 109
2. MATERIAL DE METODOS.......cooiiiiiiieieeeesesieesiessessssss s 111
2.1, AIMOSETS. ...ttt ettt sb et nbe e s 111
2.2. Reagentes QUIMICOS .....ccvvvirrrreeririsieisieessistesessssess e eessesesn s 111
2.3. ODteNGAO A0S EXIIALOS. ......cvviverieiririre sttt 111
2.3.1. Obtencgao da farinha de sapucaia e do pé da casca de sapucaia........ 111
2.3.2. Extracéo sequencial (Teste preliminar) ........c.cocooeieiennciensienennnn 112
2.3.3. Extragdo assistida por UltraSSom...........cocveerenierenesnnisiesenesiesieeenen. 112
2.4. Identificacdo e quantificagdo de compostos fendlicos por LC-ESI-

IMISIIMIS ...ttt et ettt 113
2.4.1. Preparo das @mMOSHIaS..........ceveruerrireniienenienesie s et ne 113
2.4.2. Andlise dos compostos fendlicos por LC-ESI-MS/MS.................... 113
2.5. Determinagédo de compostos fendlicos totais (FT)........cccereivreeeene 114
2.6. Determinacdo da atividade antioXidante..........ccccovvrernienieiiieneineens 114
2.6.1. METOAO FRAP........o ottt e 114
2.6.2. MELOAO ABTS.. ..ottt b e 115
2.6.3. METOAO DPPH........coviiiieiicee et 115
2.7. Determinagao de taninos condensados (TC).......ocuvererevereniereriaienens 116
2.8. ANAliSe EStAISICA. ... veveeeveeeeeeeeieie e e 116
3. RESULTADOS E DISCUSSAQ.......c.correrieriereeeeeieeessessees s 119
3.1. Perfil fendlico por LC-ESI-MS/MS.........cccoorviiinneinreienessi e 119
3.2. Compostos fenolicos totais (FT), taninos condensados (TC) e

capacidade antioXidante...........oeoerieiiriie s 129
4. CONCLUSAD. .....otviiiieieeeieeeiseeis s s 135
REFERENCIAS. ...ttt ettt enaen st 137

CAPITULO 4 - PRODUCAO DO EXTRATO HIDROSSOLUVEL
DA TORTA DE CASTANHA DE SAPUCAIA PELO PROCESSO

DE CRIOCONCENTRACAO EM BLOCO........coooveeeeeeeereeresrneeene, 145
RESUMO ...ttt bbb 147
1. INTRODUGAD. ......coiierereeeteeieseesteesessssssessssssss s sense s sessses s snes 149
2. MATERIAL DE METODOS.......coooveiieieieeeieseeieesessessssse s 151
2.0 AMOSIIAS. .. ettt 151
2.2. Reagentes QUIMICOS ....viveiveriiiiieieesieeeetesieseeseste e sreseeeseeseesessenens 151
2.3. Obtencgdo da torta de prensagem da castanha sapucaia e do extrato

hidroSSOIUVEL (EHS) .....cveviiiiiciiesccce e e 151
2.4, CriOCONCENIIAGEAD. .....vvcereiieete et e 152
2.5. Analises fiSiCO-qQUIMICAS.......cceiiiiirieirierer e 154
2.5.1 Conteldo MINEIAl.......cccooviueirieeieees e e ns 154
2.6. DENSIAAAE......c.eeiiiicieei e s e 155
2.7. ANALISE 8 COM .vviiie ettt e 156

2.8. Identificacdo e quantificacdo de compostos fenolicos por LC-ESI-



2.8.1. Preparo de @mMOSEIaS. .......couvrrererurrerenieeees eresieie s 156

2.8.2. CondicBes CromatografiCas..........covvverveeireeeeiiirinnnss e 157
2.9. Determinacgéo do teor de fendlicos totais (FT).......ccovvevvrvrveiererieernnnnn, 158
2.10. Atividade antioxidante (ABTS € FRAP)......ccccoiiirririrne e 158
2.11. ANALISE ESTALISTICA. ... et 159
3. RESULTADOS E DISCUSSAO........cosveureireeieeiineesseeesenss eeeesseeenas 161
3.1. Propriedades fiSiCO-QUIMICAS.........ccovreiriieiriceie e 161
3.1.1.COMPOSIGAD MINETAL.......corviviierieiieiiiire e 164
3.2. DENSIHAAR € COF.....vviieiiriieie et 167
3.3. Perfil de compostos fendlicos por LC-ESI-MS/MS..........cccoeeinennen. 169
3.4. Avaliacdo do contetdo fendlico total (FT) e atividade antioxidante... 173
4, CONCLUSAO.........covirieeiesiss e 177
REFERENCIAS ..o 179
CONSIDERA(;OES FINAIS. ... 185
ANEXOS.....coiiiiiiisteie ettt bbbttt 187
ANEXO A - PadrGes e parametros da espectrometria de massas para 0s

compostos fendlicos testados em castanha e casca de sapucaia................. 187
ANEXO B - Cromatograma representativo da amostra da casca de

T 1010 [o: LT OSSPSR 189
ANEXO C - Cromatograma representativo da amostra da castanha de

T 1010 [o: LT OO OSSO . 189
ANEXO D - Cromatograma representativo da amostra do extrato

hidrossoltvel da torta de castanha de sapucaia (EHS)..........ccoceevveeriniinnann. 190

ANEXO E - Cromatograma representativo da amostra de extrato
hidrossoltivel da torta de castanha de sapucaia no quinto estagio de
CrioCONCENEraGAD (C5)....cveiiiirieirieeer e e 190
ANEXO F - Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SiISGEN).......cccccvvveeevreeerenrieneenens 191






23

INTRODUCAO

As castanhas comestiveis mais populares em todo o mundo sédo
améndoa, castanha do Brasil, castanha de caju, aveld, pistache, noz
pecan, macadamia e noz (CHANG et al., 2016). Estas castanhas tém
recebido atencdo especial de pesquisadores uma vez que sdo fontes
naturais de proteinas, acidos graxos essenciais, vitaminas e minerais,
podendo contribuir significativamente para a composi¢cdo da dieta
humana. Diferentes estudos indicam uma relacdo entre o consumo de
castanhas e a prevencdo da diabetes tipo Il, cancer, hipertensao arterial e
doencas neurodegenerativas (ROS, 2009; KENDALL et al.,, 2011,
AFSHIN et al., 2014; LUO et al., 2014; ZHOU et al., 2014). Os efeitos
observados sdo atribuidos a acdo sinérgica de diferentes compostos
bioativos como compostos fenolicos, tocoferdis, fitoesterdis e acidos
graxos essenciais presentes nas castanhas (LIU, 2003).Levando-se em
consideracdo todas estas caracteristicas, as castanhas tornam-se muito
atrativas tanto para 0 consumo in natura, quanto para o enriquecimento
de outros alimentos.

As castanhas com o maior volume de producdo e
comercializagdo no Brasil s@o castanhas do Brasil (Bertholletia excelsa
Kunth) e de caju (Anarcadium occidentale L.). A producdo brasileira em
2017 para castanha do Brasil alcangou 26.191 toneladas e para castanha
de caju 1.715 toneladas (IBGE, 2017). Outras espécies nativas sao
conhecidas regionalmente, mas sdo pouco estudadas e ndo sdo
disponiveis comercialmente, apesar de apresentarem potencialidade para
0 mercado de améndoas. Dentre elas, encontra-se a espécie Lecythis
pisonis Cambess, também conhecida como castanha de sapucaia. E uma
espécie originaria da Amazonia, que ocorre nas regides Norte, Nordeste
e Sudeste, abrangendo os biomas Amazbnia e Mata Atlantica
(LORENZI, 2002). Alguns estudos revelaram que a castanha de
sapucaia € uma excelente fonte de nutrientes, com elevados teores de
proteinas, acidos graxos insaturados e minerais (VALLILO et al., 1998;
VALLILO et al., 1999; DENADAI et al., 2007; SOUZA et al., 2008;
CARVALHO et al., 2012).

O conhecimento do potencial de um alimento como a castanha
de sapucaia e seus co-produtos, pode ser determinante para a producao
sustentdvel do mesmo, preservando o ecossistema e possibilitando o
desenvolvimento socio econdmico da regido. Além de poder ser
consumida na forma in natura, as castanhas podem ser processadas e
seus subprodutos como o dleo e torta, podem ser uma alternativa a ser
explorada comercialmente.
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Apos a extracdo do 6leo é possivel obter produtos como a
farinha e o extrato hidrossolivel da castanha. O desenvolvimento de
produtos a partir destas matérias-primas € de grande interesse uma vez
gue 0 consumo e a demanda por alimentos saudaveis tém crescido nos
Gltimos anos. Este aumento ocorreu em funcdo da relacdo bem
estabelecida pela ciéncia entre dieta e salde e das recomendacdes dos
6rgdos internacionais de salde e nutricdo para um aumento no consumo
de produtos de origem vegetal e uma diminuicdo de alimentos
processados de alto valor energético (MICHA et al., 2017). Diversas
pesquisas foram realizadas para o desenvolvimento de produtos novos e
atrativos, como o extrato hidrossolivel de diferentes vegetais. O
consumo deste tipo de alimento tem aumentado entre consumidores que
possuem algum tipo de alergia ou intolerancia ao leite e/ou restri¢do
alimentar (vegetarianos e veganos), além daqueles que buscam uma
alimentacdo saudavel e equilibrada nutricionalmente (FERBERG et al.,
2002; SOARES JUNIOR et al., 2010; MORAIS et al., 2010; BICUDO
et al., 2012; SHAKERARDEKANI et al., 2013). A elabora¢do de um
extrato hidrossolivel a partir de um subproduto da castanha permite a
valorizacdo de um subproduto, a torta, que resulta da obten¢do do 6leo.

Para a inddstria de alimentos, é importante o uso de tecnologias
gue respeitem o meio ambiente, sejam eficazes e de baixo custo,
tornando possivel preservar o valor nutritivo dos produtos transformados
e manter as atividades biol6gicas dos componentes nutricionais e
fitoquimicos. Neste contexto, a aplicagdo da tecnologia de
crioconcentragdo, que é um método de separacdo de fases sélido/liquida
em baixas temperaturas € uma alternativa as técnicas de concentracao
convencionais utilizadas no processamento de alimentos (BELEN et al.,
2012). A crioconcentracdo pode ser aplicada na produgdo do extrato
hidrossollvel da castanha, servindo como opcdo promissora para
concentracdo de compostos nutricionais, como proteina, acidos graxos
essenciais e compostos fitoquimicos.

Até o momento, dados sobre o perfil quimico e atividade
antioxidante da castanha de sapucaia e 0s subprodutos sdo escassos na
literatura, e estudos sugerindo tecnologia de aplicagdo em sistemas
alimentares com estas matérias-primas sao inexistentes. Dessa forma, as
informacgdes obtidas a partir do desenvolvimento do presente trabalho
podem estimular o consumo deste tipo de castanha e o desenvolvimento
da atividade econdmica na regido, gerando importante fonte de renda
familiar para as comunidades extrativistas e a0 mesmo tempo o interesse
comercial no mercado nacional.
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O presente documento foi organizado na forma de artigos e esta
dividido da seguinte forma:
a) Capitulo 1 - Revisdo Bibliografica: neste capitulo sdo abordadosos
principais temas envolvidos no trabalho: castanhascomestiveis, castanha
de sapucaia, analises de compostos fendlicos e atividade antioxidante,
extrato hidrossoltvel vegetal e crioconcetragao.
b) Capitulo 2 - Composicéo nutricional e perfil lipidico da castanha
de sapucaia (Lecythis pisonis cambess) e seus subprodutos: neste
capitulo sdo descritasa composicdo nutricional e fitoquimica da
castanha, torta, 6leo e casca de sapucaia.
c) Capitulo 3 - Perfil dos compostos fendlicos e atividade
antioxidante da castanha de sapucaia (Lecythis pisonis cambess) e
seus subprodutos: neste capitulo sdo apresentados os dados de
identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos dos extratos
obtidos a partir da castanha e casca de sapucaia por LC-ESI-MS/MS.
Também foi avaliada a atividade antioxidante dos extratos através dos
métodos ABTS, FRAP e DPPH.
d) Capitulo 4 - Producdo do extrato hidrossolivel da torta de
castanha de sapucaia e aplicagdo do processo de crioconcentracio
em bloco:neste capitulo sdo descritos a obtencdo do extrato
hidrossolivel da torta da castanha sapucaia e o efeito
dacrioconcentragdo em bloco no aumento nos teores de compostos
nutricionais e fitoquimicos.



26



27

OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

Conhecer o potencial nutritivo da castanha de sapucaia
(Lecythis pisonis Cambess) e os subprodutos (torta e casca) e, avaliar o
emprego da crioconcentragdo nas propriedades nutricionais e
fitoquimicas do extrato hidrossollvel da torta de castanha de sapucaia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a composi¢do nutricional da castanha, torta e casca
de sapucaia.

e Determinar a composicdo mineral da castanha e torta de
sapucaia.

e Determinar as caracteristicas fisico-quimicas do dleo de
castanha de sapucaia obtido por prensagem a frio.

e Determinar o perfil lipidico da castanha de sapucaia (perfil de
acidos graxos, tocoferdis, fitoesterdis e de triacilglicerdis).

e Obter extrato da castanha e da casca de sapucaia por extracdo
assistida por ultrassom.

e Determinar o teor de compostos fenodlicos totais (Folin-
Ciocalteau), taninos condensados (Vanilina) e a atividade
antioxidante (ABTS, FRAP e DPPH) nos extratos de castanha e
casca de sapucaia.

e Identificar os compostos fenolicos presentes nos extratos de
castanha e casca de sapucaia por LC-ESI-MS/MS.

e Obter extrato hidrossollvel da torta de castanha de sapucaia e
aplicar o processo de crioconcentracdo em bloco.

e Analisar no extrato hidrossolivel da torta de castanha de
sapucaia inicial e em cada fracdo obtida pelo processo de
crioconcentracdo em bloco: sélidos totais, composicdo
nutricional, s6lidos sollveis, composicdo mineral,acidez
titulavel, pH, densidade, cor, perfil de compostos fendlicos por
LC-ESI-MS/MS, teor de compostos fendlicos totais (Folin-
Ciocalteau) e atividade antioxidante (ABTS e FRAP).
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1.1. CASTANHAS COMESTIVEIS

As castanhas comestiveis fazem parte da dieta ha milhares de
anos. S8 mundialmente valorizadas pelos seus atributos sensoriais e
nutricionais, consumidas cruas ou torradas e utilizadas normalmente
como lanches, aperitivo, em saladas ou em sobremesas (CHANG et al.,
2016). As castanhas sdo fontes ricas em nutrientes, com quantidades
elevadas de lipidios (40 — 60%), proteinas (8 — 20%), fibra alimentar,
vitaminas, minerais e compostos bioativos, como tocoferois, fitoesterois
e polifendis (VENKATACHALAM; SATHE, 2006; RYAN et al., 2006;
YANG, 2009; FREITAS; NAVES, 2010; CHANG et al., 2016).
Pesquisas recentes confirmam que uma dieta saudavel suplementada
com uma porcdo diaria de castanhas atua na prevencdo de doencas
cardiovasculares e, possivelmente, na prevencdo do desenvolvimento de
outras doencgas crdnicas, incluindo diabetes tipo I, cancer, hipertenséo
arterial e doencas neurodegenerativas (ROS, 2009; KENDALL et al.,
2011; AFSHIN et al., 2014; LUO et al., 2014; ZHOU et al., 2014;
MICHA et al., 2017).

As castanhas de maior producdo e comercializacdo mundial séo
améndoa, castanha de caju, nozes, pistache, aveld, noz pecan,
macadamia e castanha do Brasil (INC, 2017). Existem outras sementes
comestiveis com caracteristicas nutricionais semelhantes a elas, mas
com classificagdo botanica diferente, como o amendoim e a améndoa de
baru (FREITAS; NAVES, 2010; SOUSA et al., 2011; CHANG et al.,
2016).

O Brasil possui uma das maiores reservas de espécies vegetais
nativas do mundo e uma rica diversidade de espécies frutiferas com
potencial de uso pelo homem. Dentre estas, as principais sementes
comestiveis e comercializadas nativas do Brasil sdo a castanha de caju
(Anacardium occidentale L.) e castanha do Brasil (Bertholletia
excelsa H.B.K.).

As florestas brasileiras possuem outras espécies nativas de
castanhas ricas em nutrientes, porém sdo pouco conhecidas e estudadas,
mas apresentam potencialidade para o mercado econdmico de
améndoas. Neste contexto, encontra-se a espécie Lecythis pisonis
Cambess, ou castanha de sapucaia.

1.2. CASTANHA DE SAPUCAIA (Lecythis pisonis Cambess)

A castanha de sapucaia (Lecythis pisonis Cambess) é uma
espécie pertencente a familia Lecythidaceae e originaria da regido
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Amazonica. E uma espécie que abrange os biomas Amazonia e Mata
Atlantica (LORENZI, 2002), podendo ser encontrada principalmente
nos estados do Amazonas, Para, Rond6nia, Piaui, Pernambuco,
Maranhéo, Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiroe Santa
Catarina (USDA, 2017; ITTO, 2018). Além de ser encontrada no Brasil,
também possui distribuicdo natural em paises como Colémbia, Guiana,
Peru e Suriname (ITTO, 2018).

A éarvore de sapucaia é considerada de grande porte e pode
atingir uma altura média de 12 a 28 metros (Figura 1.1). Apresenta
tronco cilindrico de 50 a 70 cm de diametro, com casca acinzentada a
marrom escuro e fissuras verticais (LORENZI, 2002) (Figura 1.2A). As
folhas quando novas apresentam coloracdo avermelhada, creme ou
verde claro e depois se tornam verde escuro, brotando antes da floracdo.
Quando ocorre a flora¢do, simultaneamente ocorre o aparecimento de
folhas avermelhadas que dura todo o periodo de floracdo. As flores
nascem em ramos abaixo das folhas, com 2 a 25 flores nos ramos,
possuem de 3 a 7 cm de didmetro, sdo carnosas, com coloragdo roxa e
branca e com numerososestames amarelo(LORENZI, 2002; SOUZA et
al., 2014; ITTO, 2018). Os meses de floracdo ocorrem de outubro a
dezembro, podendo variar de acordo com cada regido e/ou estado do
Brasil, como, por exemplo, no Para, de janeiro a junho; no Espirito
Santo, de julho a novembro; em Tocantins, de julho a janeiro; em Minas
Gerais e em Pernambuco, de agosto a janeiro; no Amazonas, em
setembro; na Bahia, de agosto a janeiro; no Rio de janeiro e Sdo Paulo,
de outubro a dezembro; no Maranhdo, de novembro a dezembro; em
Santa Catarina, em novembro (ITTO, 2018)(Figura 1.2 Be 1.2 C).
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Figura 1.1: Arvore da Sapucaia em floracio (Lecythis pisonis Cambess).

&

Fonte: Adptado de  Aves &  Arvores. Disponivel em:
http://www.avesarvores.com.br/2015/11/sapucaias-da-quinta-da-boa-vista.html.

Figura 1.2: Sapucaia (Lecythis pisonis Cambess): A) Tronco. B) Ramo
com flores e botbes florais. C) Flor com numerosos estames amarelos.

=8 W SN
Fonte: Souza et al. (2014).
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A frutificacdo ocorre de dezembro a abril, podendo variar de
acordo com cada estado, como, em Pernambuco e no Estado de Sé&o
Paulo, de dezembro a abril; em Minas Gerais, de mar¢o a abril; na
Bahia, de margo a maio; no Espirito Santo, de julho a setembro; e no
Estado do Rio de Janeiro, em agosto. O fruto amadurece 7 meses apés a
fecundacgéo das flores (ITTO, 2018). Os frutos sdo grandes e de casca
dura, cuja tampa solta quando estes amadurecem, liberando as castanhas
(sementes) de colora¢do marrom claro ou branca (LORENZI, 2002). Os
frutos apresentam um peso entre 1-2,5 kg e em cada fruto contém em
torno de 30 a 50 unidades de améndoas, sendo que cada castanha pesa
entre 4 e 14 g (WICKENS, 1995). As castanhas apresentam bastante
variabilidade nas suas caracteristicasbiométricas, como na largura,
espessura e massa, existindo dois tipos de frutos: um completamente
arredondado e outro mais comprido. O primeiro € mais comum na
regido Norte e 0 segundo mais comum ao Sul. Contudo, os dois tipos de
frutos ja foram encontrados na mesma area (ITTO, 2018). Braga et al.
(2007) encontraram sementes com valores médios de comprimento de
4,3 cm, largura de 2,6 cm, espessura de 2,0 cm e peso de 8,7 g, no
entanto, Souza et al. (2008) constataram valores menores como, 2,4 cm
de comprimento, 1,4 cm de didmetro e peso médio de 2,3 g(Figura 1.3).

Figura 1.3: Castanha de Sapucaia (Lecythis pisonis Cambess). A) Fruto
maduro, com o opérculo aberto e, polpa e castanha no seu interior. B)
Fruto vazio e castanhas com casca. C) Castanhas com casca. D)
Castanhas sem casca.

Fonte: Préprio Autor.
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As castanhas sdo consideradas saborosas e de sabor adocicado,
superior ao da castanha do Brasil. Pode ser consumida crua, cozida ou
torrada, podendo substituir outras améndoas, nozes ou castanhas
comuns. Também podem ser usadas como ingrediente para doces,
confeitos e pratos salgados. As sementes germinam em torno de 7 a 10
dias e seu crescimento é considerado rapido, atingindo 60 cmem 1 ano e
4 metros e 5 anos. As arvores comegcam a produzir frutos com idade
entre 8 e 10 anos. O rendimento pode chegar de 12 a 20 frutos no
primeiro ano de frutificacdo (WICKENS, 1995).

E popularmente conhecida no Brasil como castanha de
sapucaia, no entanto, recebe outras denominagdes de acordo com
diferentes regides e/ou estado, como, em Alagoas e Paraiba, Sapucaia e
sapucaia de pildo; Amazonas e Tocantins, castanha de sapucaia; na
Bahia, cambuca de macaco, castanha de sapucaia, combuca de macaco,
marmita de macaco e sapucaia; no Ceara e Sergipe, sapucaia; no
Espirito Santo e Estado de Sdo Paulo, sapucaia vermelha; em Minas
Gerais, cacamba de macaco, cacambeira, castanha sapucaia, castanheira,
cumbuca de macaco, mamiteira e sapucaia; e em Pernambuco, coco de
sapucaia e sapucaia (LORENZI, 2002; ITTO, 2018). Também é
denominada de coco cristal, coco mono, na Colémbia; coco de mono,
olla de mono, na Venezuela; machin mango, no Peru; e monkey pot, na
Guiana (ITTO, 2018).

Diversas partes da sapucaia (folha, caule, casca, castanha) tém
sido usadas na medicina popular. A infusdo das folhas da sapucaia sédo
utilizadas na forma de banho para o tratamento de coceiras no corpo
(FRANCO; BARROS, 2006). A infusdo da casca e do pericarpo é
utilizada na medicina popular para doengas hepéaticas(WICKENS,
1995). O pd ou o bleo da casca do caule da sapucaia é utilizado com
diurético e para o tratamento da sifilis (GRANDI et al., 1989; VIEIRA;
MARTINS, 2000). O 6leo extraido da castanha de sapucaia é utilizado
como analgésico muscular (AGRA et al., 2007). Estudo realizado por
Branddo et al. (2013) com extrato etandlico da folha de L.
pisoniscomprovou efeito antinociceptivo em ratos. Silvaet al. (2012)
comprovou efeito anti-prurido da folha de sapucaia.

1.2.1. Composicdo nutricional da castanha de sapucaia

A castanha de sapucaia se caracteriza pelo alto conteldo de
lipidios e proteina. Os dados obtidos na literatura em relacdo a
composicdo nutricional da castanha de sapucaia sdo escassos e a
variacdo no teor de nutrientes pode ser explicada pela diferenca de
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clima, solo, e caracteristicas genéticas das sementes analisadas. Na
Tabela 1.1 esta representada a composi¢do nutricional da castanha de
sapucaia obtida em diferentes estudos, com variacdo de acordo com a
sazonalidade e a localizag&o.

Tabela 1.1: Composicéo nutricional da castanha de sapucaia obtida em
diferentes estudos.

Castanha de sapucaia

Componentes VALLILO et DENADAI et SOUZA et CARVALHO

nutricionais al.(1998) al. (2007) al.(2008) etal. (2012)
(SdoPaulo) (S&o Paulo) (Piauf) (MinasGerais)

Umidade (%) 4,92 5,04 - 10,20
Cinzas (%) 3,91 3,80 3,43 3,17
Proteina  bruta 19,86 20,5 19,62 26,8
(%)
Lipidios  totais 63,03 60,6 66,0 54,8
(%)
Fibras (%) - 5,67 - -
Carboidratos (%) 3,91 4,42 - 5,0
Valor energético 684,0 645,0 737,0 621,0

total
(kcal. 100g™)

-2 ndo avaliado.

A castanha de sapucaia apresenta aminoacidos essenciais
histidina (19,3 mgg™), isoleucina (29,5 mg g™), treonina (34,4 mg g™),
fenilalanina (107 mgg'lz, lisina (82,1 mg g7), leucina (114 mg g?),
metionina (89,6 mg g™) e valina (62,0 mg g*). Desta forma esta
matéria-prima pode ser considerada uma boa fonte de aminoacidos
essenciais para o consumo humano (DENADAI et al., 2007).

De modo geral, as castanhas sdo ricas em minerais, que sdo
essenciais na dieta. Esses elementos sdo fundamentais para uma
variedade de func@es, atuando como cofatores em diversos processos
enzimaticos, na regulacdo do balanco acido base, no sistema nervoso,
atividade muscular e como elementos estruturais do corpo (YANG,
2009). Os dados obtidos na literatura em relacdo a composicdo mineral
da castanha de sapucaia sdo apresentadosna Tabela 1.2. Muitos minerais
estdo presentes na sapucaia, com 0s maiores destaques para 0S
macroelementos P, K, Mg e Ca.
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Tabela 1.2: Composic¢do mineral da castanha de sapucaia.

Elementos  Vallilo et al. Vallilo et al. Denadai et al. Naozuka et al.
(1998) (1999) (2007) (2011)
(ng/9) (Ma/9) (Ho/9) (Ha/9)

Mg 1550 1240-1680 2790 2358-7336

Ca 1110 810-970 1720 1301-2513

Na 49800 - 5,28 -

K 46400 - 8900 5513-6959

B 64500 - - 6,3-9,3

As 0,28 1,08-1,18 - -

Fe 14,2 - 32,65 21-36

Mn 91,0 4,05-11,57 80,69 42-80

Pb 0,96 3,29-3,81 - -

Se 0,28 - - -

Al 4,91 - - 3,1-7,7

Sn 0,13 69,10-77,0 - -

P - 5250-6230 8750 5497-8714

Cu - 2,91-3,35 32,76 7,9-11,5

Zn - 2,92-13,74 40,37 32-49

Cd - 0,26-0,27 - -

Ba - - - 33-240

S - - - 3391-4124

- ndo avaliado.

As castanhas comestiveis no geral sdo consideradas fontes
importantes de  4cidos graxos monoinsaturados e  poli-
insaturados(VENKATACHALAM; SATHE, 2006).

Os dados encontrados na literatura do perfil de &cidos graxos da
castanha de sapucaia estdo apresentados na Tabela 1.3.0s acidos graxos
predominantes na castanha de sapucaia sdo o linoléico e oléico. Sao
encontrados em concentracfes menores, 0s acidos graxos palmitico,
estearico, palmitoléico e alfa linolénico.

Os elevados teores de acidos graxos mono e poli-insaturados
sdo considerados favoraveis uma vez que 0os mesmos contribuem para a
reducdo das fracBes de lipoproteina de baixa densidade (LDL) e de
muito baixa densidade (VLDL), responsaveis, em parte, pelo aumento
do colesterol sérico. O efeito benéfico do consumo de castanhas
comestiveis sobre o perfil sérico lipidico tem sido confirmado em
diversos trabalhos (JENKINS et al., 2008; SABATE et al., 2010;
DAMASCENO et al., 2011; DAMASCENO et al., 2013). Isto reforca a
importancia de estudos sobre as castanhas comestiveis e seus efeitos
sobre a nutricdo e salde humana (JENKINS et al., 2008; FREITAS et
al., 2010).
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Tabela 1.3: Perfil de acidos graxos do 6leo da castanha de sapucaia.

Acido graxo (%) Valliloetal. Denadaietal. Costa; Jorge Teixeiraetal.

(1999) (2007) (2012) (2018)
Palmitico (C16:0) 10,68 12,14 14,49 14,7-21,38
Palmitoleico - 0,19 0,21 0,32-0,44
(C16:1)
Estearico (C18:0) 5,63 6,31 5,84 9,63-11,09
Oleico (C18:1 n9) 34,30 33,94 38,82 35,54-44,28
Linoleico (C18:2 46,85 42,54 39,93 21,65-27,19
n6)
Linolénico (C18:3 - 0,19 0,24 0,29-0,36
n3)
Ararquidico - - 0,22 0,38-0,45
(C20:0)
Saturado 16,30 18,64 20,76 -
Monoinsaturado - 34,22 39,07 -
Poliinsaturado - 42,73 40,18 -

Fonte: Préprio Autor.

1.3. COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fenélicos constituem um dos maiores e mais
abundantes grupos de compostos bioativos presentes em vegetais. Sao
metabolicos secundarios sintetizados por plantas, sendo essenciais para
0 desenvolvimento e reproducdo. Além disso, se formam em condices
de estresse como infecgBes, ferimentos e radiagcBes ultravioleta
(KARAKAYA, 2004; NACZK; SHAHIDI, 2006). Em alimentos, os
compostos fendlicos estdo relacionados com a qualidade sensorial e
nutricional, pois contribuem para amargura, adstringéncia, cor, sabor,
odor e estabilidade oxidativa (NACZK; SHAHIDI, 2006; IGNAT et al.,
2011).

Quimicamente, os fenodis sdo definidos como substancias que
possuem pelo menos um anel aromatico ligado a um ou mais grupos
hidroxila. Possuem estrutura varidvel e com isso, sao multifuncionais
(IGNAT et al., 2011). Os fenolicos englobam desde moléculas simples
até moléculas com alto grau de polimerizagdo. Estdo presentes nos
vegetais na forma livre ou ligados a aglcares (glicosidios) e proteinas. A
diversidade estrutural resulta numa grande variedade de compostos
fendlicos na natureza, sendo que o nimero de anéis na estrutura é a
principal forma de classificagdo. Os acidos fendlicos, flavonoides e
taninos sdo considerados como 0s principais compostos fendlicos na
dieta (BALASUNDRAM et al., 2006).
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Os acidos fendlicos sdo divididos em dois subgrupos, isto €, 0s
acidos hidroxibenzdicos e hidroxicindmicos. Os &cidos hidroxibenzdico
possuem sete atomos de carbono (Cg-C;) e incluem nesse grupo 0s
acidos galico, p-hidroxibenzdico, vanilico, elagico e siringico (Figura
1.4). O outro subgrupo dos é&cidos &€ o dos hidroxicindmicos que
apresentam em sua estrutura nove atomos de carbono (Cs-C3) sendo os
mais comuns que ocorrem naturalmente na sua forma livre séo os acidos
cafeico, ferulico e p-cumarico e é&cidos clorogénicos (MARQUES;
FARAH, 2009).

O efeito bioldgico dos &cidos fendlicos é devido ao local da
ligagdo, a posicdo dos grupamentos hidroxil, e o tipo de substituintes no
anel aroméatico (GULCIN, 2012). A introducdo de grupo hidroxila na
posicdo orto ou para aumenta a atividade antioxidante do acido
fendlico, assim como a presenca de um grupo carboxila e quando este é
separado do anel aromatico também aumenta. Portanto, &cidos
cindmicos sdo mais efetivos como antioxidantes que os acidos benzdicos
(GULCIN, 2012).

Figura 1.4: Estrutura quimica dos principais acidos fenélicos mais
amplamente distribuidos na natureza.
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Fonte: Préprio Autor (Software ChemSketch®).
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Os flavondides constituem o maior grupo de fendis em plantas,
representando mais de metade dos oito mil compostos fendlicos naturais
ja identificados (BALASUNDRAM et al., 2006; IGNAT et al., 2011).
Os flavonoides sdo compostos de baixa massa molecular, constituido
por um nucleo flavan, que consiste em 15 atomos de carbono dispostos
em 3 anéis (C6-C3-C6), os quais sdo denominados A, B e C (Figura
1.5).

Figura 1.5: Estrutura genérica dos flavondides.

Fonte: Balasundram et al. (2006).

Essencialmente, a estrutura consiste em dois anéis aromaticos A
e B, unidos por uma ponte de 3 carbonos, geralmente na forma de um
anel heterociclico C. A presenca de uma ligagdo dupla, um grupo
carbonil e um grupo hidroxila no anel C serve como base para a
classificacdo deles em varias classes e subclasses. A substituicdo dos
anéis A e B por grupos hidroxila distinguem os membros individuais de
cada classe. As variagbes nos padr@es de substituicdo para o anel C
resultam nas classes principais de flavonoides (Figura 1.6), isto é,
flavonois (quercetina, campferol e miricetina), flavonas (luteolina,
crisina e apigenina), flavanonas (naringenina), flavandis (catequina,
epicatequina, epigalocatequina, epicatequina galato e epigalocatequina
galato), flavanonois (taxifolina), antocianidina, e isoflavonas
(genisteina, daidzeina, dihidrodaidzeina e equol) (BALASUNDRAM et
al., 2006; IGNAT et al., 2011).
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Figura 1.6: Estrutura quimica dos flavonoides.
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Fonte: Balasundram et al. (2006).

A atividade antioxidante e bioldgica dos flavondides depende
da sua estrutura quimica. Existem algumas estruturas responsaveis pela
determinacéo da atividade antioxidante dos flavondides, sendo eles: uma
unidade de catecol (benzenodiol) do anel B, uma dupla ligacdo entre o
carbono 2 e 3, um grupo hidroxila na posi¢ao-3 e um grupo carbonila na
posi¢do-4 do anel C do nucleo flavan. A combinagéo da unidade catecol
com a ligacdo dupla e o grupamento hidroxila proporcionam aos
flavonoides a capacidade de eliminacdo dos radicais livres. Um exemplo
€ a quercitina, que possui todos 0s grupos estruturais e, portanto,
geralmente da maior potencial antioxidante do que o campferol, que ndo
possui parte catecol no anel B (GULCIN, 2012).

Os flavanois (flavan-3-4is) sdo compostos que apresentam uma
hidroxila no carbono 3 do anel C, e ao contrario dos outros flavonoides,
geralmente, sdo encontrados na forma aglicona (SHAHIDI; NACZK,
2004). Nesta classe se fazem presentes as catequinas, epicatequina e as
proantocianidinas (SCHOFIELD et al., 2001; IGNAT et al., 2011).

Os taninos constituem o terceiro grupo importante de fendélicos
e podem ser subdivididos em taninos hidrolisaveis e condensados
(BALASUNDRAM et al., 2006). As proantocianidinas (taninos
condensados) sdo flavonoides poliméricos que produzem pigmentos
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avermelhado da classe das antocianidinas, tais como a cianidina e
delfinidina, apds degradacdo com acido mineral e aquecimento. A
Figura 1.7 representa a estrutura quimica de um tanino condensado.

Figura 1.7: Estrutura quimica de wum tanino condensado
(proantocianidina).

Fonte: Schofield et al. (2001).

Os taninos tém efeitos diversos sobre os sistemas biologicos,
uma vez que sdo potencialmente quelantes de fons metalicos, agentes
precipitantes de proteinas e antioxidantes bioldgicos (IGNAT et al.,
2011).

Segundo Pérez-Jiménez et al. (2010) entre as fontes dietéticas
gue contém maior teor de fitoquimicos as castanhas e nozes ficam em
terceiro lugar, atrds de especiarias e frutas. Castanhas, nozes e seus
subprodutos (pele, casca, folha, entre outros) sdo fontes ricas de
compostos fendlicos que possuem propriedades multifuncionais como
atividade antioxidante, cardioprotetor, antidiabético,
hipocolesterolémico, anticarcinogénica e acdo anti-inflamatéria
(FUKUDA et al., 2004; SIQUEIRA et al., 2012; LUO et al., 2014;
CAIMARI et al., 2015; GROSSO et al.,, 2015). Estes compostos
conferem protecdo contra acdo de radicais livres e podem reduzir o rico
de doencas associadas ao estresse oxidativo (CHANG et al., 2016).

1.3.1. Analise de compostos fenolicos

Uma série de métodos espectrofotométricos para a
guantificacdo de fendlicos em plantas tem sidodesenvolvido. O método
Folin-Ciocalteu é um dos mais conhecidos e utilizados para
determinacdo de compostos fendlicos totais, enquanto que 0s ensaios de
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vanilina sdo mais utilizados para determinar proantocianidinas totais
(taninos condensados) (SCHOFIELD et al., 2001; NACZK et al., 2003).

O ensaio de Folin-Ciocalteu baseia-se na reducdo do reagente
de Folin-Ciocalteu por compostos fendlicos sob condicfes alcalinas.O
reagente de Folin-Ciocalteu consiste na mistura de sais de molibidato de
sodio, tungstato de sédio e outros reagentes. No teste, o grupo fendlico
deve estar na forma de fenolato, afim de que os ions molibdato e
tungsfosfato sejam reduzidos produzindo coloragdo azulada, com
absorcdo maxima a 764 nm. O &cido gélico € o padrdo de referéncia
comumente usado e os resultados de fendlicos totais sdo usualmente
expressos como equivalentes de acido galico (MAGALHAES et al.,
2008).

Diversos estudos foram aplicados para observar a correlacédo
linear entre o teor de fendlicos totais e a capacidade antioxidante, no
entanto, este ensaio tem sido questionado desde que se constatou que o
reagente de Folin-Ciocalteu é propenso a interferéncias, levando a ser
reduzido por outros compostos nao-fendlicos (agUcar, aminas
aromaticas, diéxido de enxofre, acido ascorbico e acidos organicos) e
consequentemente resultam muitas vezes em sub ou superestimacgédo do
contetdo (IGNAT et al., 2011).

O teste da vanilina é muito utilizado para quantificar
proantocianinas em vegetais. Este teste é especifico para flavan-3-ols,
di-hidrochalconas e proantocianinas que possuem uma ligacdo simples
na posi¢do 2-3 e uma hidroxila livre na posicdo meta do anel. O método
de vanilina baseia-se na condensacdo da vanilina com proantocianidinas
em solugbes acidificadas. A vanilina protonada reage com o anel
flavonoide na posicdo 6 ou 8 formando um produto final da reagéo de
coloracdo vermelho (Figura 1.8). O padrdo equivalente normalmente
utilizado no teste da Vanilina é a catequina (SCHOFIELD et al., 2001).
De acordo com Schofield et al. (2001), o método vanilina depende da
reacdo da vanilina com os taninos condensados e a formacgdo de
complexos coloridos. O sucesso deste ensaio depende do tipo do
solvente usado, da concentracdo e da natureza do acido, do tempo da
reacdo, temperatura e concentragdo da vanilina.
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Figura 1.8: Ensaio de vanilina para taninos condensados.

cn,u: : CHO

HO'
Vanilina 97 Produto vermelho da reagio de
condensacdo da vanilina

Fonte: Adaptado de Schofieldet al. (2001).

Apesar dos métodos espectrofotométricos  fornecerem
informagles quantitativas e qualitativas de forma simples e de baixo
custo, estima somente o contelido total das classes de fenélicos e ndo da
separacao e medigdo quantitativa dos compostos individuais (IGNAT et
al., 2011).

Entre os diferentes métodos disponiveis, a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) é o método mais adequado para a
analise de misturas complexas de componentes fendlicos de origem
vegetal. A introducdo de colunas de fase reversa consideravelmente
melhorou a separacéo de diferentes classes de compostos fendlicos por
HPLC, sendo as colunas de fase reversa C18 quase exclusivamente
empregadas. Acetonitrila e metanol sdo os modificadores orgéanicos
mais comumente utilizados. Varios suportes e fases mdveis estdo
disponiveis para analises de compostos fenolicos incluindo antocianinas,
proantocianidinas, taninos hidrolisaveis, flavonois, flavanonas, flavonas
e fendlicos acidos em diferentes amostras de alimentos (NACZK;
SHAHIDI, 2006; IGNAT et al., 2011).

Os métodos de HPLC apresentam limitacOes, especialmente em
matrizes complexas, como extratos brutos de plantas e amostras
ambientais. Neste sentido, é fundamental uma pré-concentracdo inicial e
purificacdo dos polifendis a partir de matriz complexa. O objetivo da
pré-concentracdo é simplificar os cromatogramas obtidos para que
possam ser identificados e quantificados de forma confiavel.O estagio
de purificacdo é a parte critica de um método, a remocdo de
componentes interferentes varia de acordo com a matriz vegetal a ser
analisada (SCHOFIELD et al., 2001).

A HPLC de fase reversa se tornou a ferramenta analitica
dominante para separacdo e determinacdo de compostos fendlicos de
baixa massa molecular. No entanto, essa técnica é geralmente demorada
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e pode apresentar pobre resolucdo a partir do momento em que o
comprimento da cadeia polimérica e a diversidade estrutural dos
compostos fendlicos aumentam. A deteccdo de compostos de elevada
massa molecular, bem como a determinacgdo da distribuicdo da massa
molecular, permanecem como o0s maiores desafios nas analises de
polifendis. Técnica de cromatografia liquida acopladas a espectrdmetro
de massas (LC-MS) é uma ferramenta interessante para estudar
polifendis de diferentes fontes bioldgicas, e é mais efetiva no estudo da
estrutura dos compostos fendlicos (IGNAT et al., 2011).

A espectrometria de massa possui papel importante na pesquisa
e seu poder analitico é relevante para estudos estruturais de compostos
fendlicos. O principio MS/MS consiste em compostos quimicos
ionizantes para gerar moléculas carregadas ou fragmentos de moléculas
e medir suas proporcBes massa-carga (IGNAT et al., 2011). Quatro
etapas bésicas estdo envolvidas espectrometria de massas: 1) lonizacéo:
0 processo de ionizacdo converte as moléculas ou atomos da amostra em
espécies ibnicas numa fase gasosa. 2) Fragmentacdo: a energia
acumulada durante a ionizagdo é dissipada quebrando as moléculas em
fragmentos caracteristicos e previsiveis para cada estrutura molecular. 3)
Separacdo e analise das massas do ion molecular e seus fragmentos
ibnicos com base em suas razfes massa/carga. 4) Deteccdo: a corrente
ibnica formada devido as massas ibnicas separadas, € medida,
amplificada e exibida na forma de um espetro de massas (OLIVEIRA,
2014). Anélise por espectrometria de massa por ionizagdo por
electronspray (ESI) por injecdo de fluxo direto pode ser utilizada para
estabelecer impressBes digitais de polifenol de extratos complexos
(IGNAT et al., 2011).

A LC-MSé atualmente a melhor abordagem analitica para o
estudo de polifendis em amostras vegetais, e é a ferramenta mais eficaz
no estudo da estrutura das antocianinas. A LC-MS permite a
caracterizacdo de estruturas complexas, como procianidinas,
proantocianidinas, prodelfinidinas e taninos, e fornece evidéncias
experimentais para estruturas que antes eram apenas hipotetizadas
(IGNAT et al., 2011).

1.3.2. Avaliacdo da atividade antioxidante
A avaliagdo da atividade antioxidante determina o potencial

antioxidante do alimento antes de ser ingerido e avalia a protecdo contra
a oxidacdo e a deterioragdo do alimento, reacdes que podem levar a
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diminuigdo da sua qualidade e do seu valor nutricional (SUCUPIRA et
al., 2012).

A literatura atual afirma claramente que ndo ha métodos
padronizados amplamente adotados para determinar a capacidade
antioxidante total de alimentos ou amostras bioldgicas. Deve-se
considerar 0 mecanismo de reacdo antioxidante no sistema para
determinar os métodos mais apropriados para a medigdo (COMERT,;
GOKMEN, 2018). E preconizada a utilizacio de duas ou mais técnicas,
ja que nenhum ensaio usado isoladamente para determinar a capacidade
antioxidante ira refletir exatamente a “capacidade antioxidante total” de
uma amostra (SUCUPIRA et al., 2012), por isso, & importante combinar
mais de um método para determinar a atividade antioxidante in vitro em
alimentos, para considerar os varios métodos de acdo antioxidante e
limitacdo de cada ensaio. Além disso, cada método fornece apenas uma
estimativa da capacidade antioxidante que é subjetiva para suas
condicdes e reagentes (COMERT; GOKMEN, 2018).

Entre os métodos mais comuns encontrados na literatura para
avaliacdo da capacidade antioxidante destaca-se a capacidade de
remocdo de radical organico ABTS - 2,20-azino-bis (acido 3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfénico), peroxidacdo do radical DPPH - (2,2-
difenil-1-picrylhydrazil) e capacidade de reducdo do ferro (FRAP -
ferric reducing antioxidant power). Métodos baseados em transferéncia
de elétrons (ABTS, DPPH e FRAP) apresentam vantagens distintas
sobre ensaios baseados em transferéncia de dtomos de hidrogénio, como
simplicidade,  disponibilidade e estabilidade de reagentes,
reprodutibilidade em ampla faixa de concentracdo; portanto, esses
métodos tém sido mais preferidos para determinar a capacidade
antioxidante de alimentos ou amostras bioldgicas (COMERT;
GOKMEN, 2018).

O método do ABTS — [2,2’-azino-bis-(3- etilbenzotiazolina-6-
4cido sulfonico)] baseia-se na geracdo do ABTS®", por meio da reagio
do ABTS com persulfato de potassio, formando um croméforo azul
esverdeado de cor intensa, com absorcdo maxima a 645, 734 e 815 nm.
Na medida em que o antioxidante é misturado com esse radical, ocorre a
reducio do ABTS®*"a ABTS promovendo a perda da coloragio do meio
reacional (Figura 1.9). Os resultados sdo expressos em TEAC
(capacidade antioxidante equivalente em Trolox) (RE et al., 1999). Vale
ressaltar que o radical ABTS®" apresenta excelente estabilidade em
determinadas condicdes de analise e € sollvel tanto em agua quanto em
solvente organico, pode ser utilizada tanto em amostras hidrofilica
quanto lipofilica (GRANTO; NUNES, 2016).
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Figura 1.9: Estabilizacio do radical ABTS®" por um antioxidante e sua
formacao pelo persulfato de potéssio (K5SO0s).
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Fonte: Adaptado de Huang et al. (2005).

O DPPH é um método quimico, aplicado para determinar a
capacidade antioxidante de um composto em sequestrar radicais livres,
sendo um dos mais utilizados, pois ele é considerado um método rapido,
pratico e com boa estabilidade (SUCUPIRA et al., 2012).

O método consiste em avaliar a atividade sequestradora do
radica livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil- DPPH’. O radical DPPH" ¢
caracterizado como soltvel em meio organico (especialmente alcodlico)
e insoltvel em meio aquoso, muito estavel em virtude da deslocalizacao
do elétron. Esse processo de deslocaliza¢do do elétron da origem a uma
coloragdo violeta intensa, caracterizada pela absorcdo em solucdo de
etanol centrada a cerca de 515 nm. Quando uma solucdo de DPPH" é
misturado com a de um substrato (antioxidante) ocorre a doacdo de um
atomo de hidrogénio e consequentemente o DPPH’ é reduzido formando
difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarelo e com decréscimo da
absorbancia (Figura 1.10). Esta reacdo é amplamente utilizada para
testar a habilidade de compostos em sequestrarem radicais livres, e
assim, avaliar a capacidade antioxidante de alimentos e extratos vegetais
(BRAND-WILLIANS et al., 1995, ALAM et al., 2013).

O método apresenta vantagens quando 0s antioxidantes
analisados sdo mais sollveis em solventes orgéanicos, e por ser um
radical livre estavel estd disponivel comercialmente, o que evita sua
geragdo por distintas formas (como ocorre com 0 método ABTS), além
de facilitar seu uso (SUCUPIRA et al., 2012).

Os dados podem ser expressos em ECsg, que € a concentracao
de antioxidante requerida para o sequestro de 50% do radical DPPH em
um periodo de tempo especifico. Os resultados também podem ser
expressos em TEAC(capacidade antioxidante equivalente em Trolox),
através da medida do decréscimo da absorbancia (BRAND-WILLIANS
et al.,1995).
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Figura 1.10: Estrutura do radical DPPH’ e reacdo de estabilizacdo com
um antioxidante.

oy

Radical DPPH DPPH -reduzido

Q (Antioxidante) Q
% —Q—\—\

(violeta) (amarelo)

Fonte: Adaptado de Moon e Shibamoto (2009).

No ensaio do FRAP, a reacdo ocorre pela formacdo de um
complexo TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazina) com o Fe (lll), de cor
amarelada. Na presenca de um antioxidante e em condi¢des aC|das o
ferro presente é reduzido, dando origem ao [Fe(II)(TPTZ),]*,
coloracdo azul escura, com absorcdo de 595 nm (Figura 1.11).

Figura 1.11: Reducdo do Fe (IlIl) a Fe (ll) pela adicdo de um

antioxidante.
~ \
> \
\ /\
Fe (111)5 Fe (Il) 5

[Fe (III)('FPTZ)ZI3 [Fe (I(TPTZ),]*
Azul claro Azul escuro

Fonte: Adaptado de Huang et al. (2005).

A absorbancia atinge um ponto final fixo e € interpolada através
de uma curva analitica construidas com diferentes concentracfes de
Trolox, e o0s resultados sdo expressos em TEAC (capacidade
antioxidante equivalente em Trolox)(BENZIE; STRAIN, 1996).

1.4. EXTRATO HIDROSSOLUVEL VEGETAL
O consumo mundial de alimentos saudaveis tem aumentado a

medida que as pessoas estdo reconhecendo a necessidade de ter um
estilo de vida saudavel. Como consequéncia das novas tendéncias de
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consumo, as industrias de alimentos estdo atualmente produzindo novos
produtos nutricionalmente aprimorados com valor agregado.

A castanha in natura é a principal forma de consumo,
entretanto, subprodutos como Oleos, farinha ou torta e extrato
hidrossoluvel podem ser explorados comercialmente. O extrato
hidrossollvel a base de castanha sdo produtos emulsionados em que a
gordura da castanha é dispersa numa fase aquosa e onde 0s restantes
componentes desempenham papéis diferentes na estabilidade do produto
(BERNAT et al., 2015).0s extratos hidrossolUveis vegetais, conhecidos
popularmente como “leite” vegetal, representam uma alternativa viavel,
em razdo da sua composicdo nutricional (PRUDENCIO e BENEDETI,
1999).

Um dos primeiros extratos hidrossollveis vegetais a serem
comercializados foi o de soja. Nos ultimos anos diversos estudos
desenvolveram extrato hidrossolivel de diferentes matérias primas
vegetais, como, por exemplo: Ferberg et al. (2002) desenvolveram
extrato hidrossolivel de castanha do Brasil e avaliaram os efeitos das
condi¢des de extracdo no rendimento e qualidade do produto e
obtiveram melhores condicBes de extracdo a 75 °C; Soares Junior et al.
(2010) desenvolveram extrato hidrossolivel de arroz integral e de
quirera de arroz; Morais et al. (2010) elaboraram extrato hidrossoltvel
de castanha de caju e obtiveram aceitabilidade satisfatéria junto aos
julgadores; Bicudo et al. (2012) desenvolveram uma bebida fermentada
a base de extrato hidrossolivel de quinoa; Shakerardekani et al. (2013),
desenvolveram extrato hidrossolGvel de pistache; e Gul et al. (2017)
desenvolveram extrato hidrossolivel a partir da torta de aveld e
aplicaram tecnologia de homogeneizacéo a alta pressao.

O desenvolvimento do extrato hidrossollvel da castanha a partir
de seu subproduto, como a torta, também é uma boa alternativa visando
a sustentabilidade e o desenvolvimento de novos produtos altamente
nutritivos. A torta é subproduto da extragdo do dleo da castanha e
é parcialmente desengordurado. Souza; Menezes, (2004) avaliaram a
torta de castanha do Brasil e constataram que possui valores de
proteinas, fibras e minerais (principalmente o selénio) maiores que da
prépria castanha. A torta apresenta inGmeras possibilidades de
aplicacdo, visando o enriquecimento de uma grande variedade de grupos
de alimentos, tais como: produtos para panificagdo, bebidas, farinhas,
cereais, salgados, doces, sorvetes, chocolates e biscoitos (SOUZA,
MENEZES, 2004; DEMIRKESEN et al., 2010; SINGH et al., 2011; MIR,
BOSCO, & SHAH, 2017). Além disso, pode ser uma alternativa para a
producdo de extrato hidrossollvel vegetal, visando um novo ingrediente
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a ser incorporado em novas matrizes de alimentos para melhorar seus
aspectos nutricionais e funcionais.

1.5. CRIOCONCENTRAGAO

A crioconcentracdo é um processo de concentracdo da matéria
s6lida contida na fase aquosa através do congelamento e remocdo de
parte da agua sob forma de gelo (AIDER; DE HALLEUX, 2009;
BELEN et al., 2012). Esta tecnologia é atraente para alimentos liquidos
sensiveis ao calor, uma vez que preserva a0 maximo as qualidades
organolépticas e 0s compostos como, proteina, 4cidos graxos, vitaminas,
polifendis e compostos aromaticos volateis (AIDER; DE HALLEUX,
2009; BOAVENTURA et al., 2013).

Existem diferentes métodos de aplicacdo da crioconcentracédo
como, cristalizacdo por suspensdo, crioconcentragdo progressiva,
eutética e em blocos (parcial ou completa) (AIDER; DE HALLEUX,
2009). O método de cristalizacdo em suspensdo (Figura 1.12a) é a forma
de crioconcentracdo que apresenta o sistema mais caro e complexo. O
sistema é composto por trocador de calor de paredes raspadas para a
geracdo dos cristais de gelo, tubo de recristalizacdo para o crescimento
dos cristais e torre de lavagem para a separacao dos cristais de gelo.
Nesse processo, é fundamental que ocorra a separacdo de cristais de gelo
da solugdo concentrada, ou solucdo mde (MIYAWAKI et al., 2005;
AIDER; DE HALLEUX, 2009).

O método de crioconcentracdo progressiva (Figura 1.12b)
promove a formacdo de um grande cristal de gelo ao invés de varios
cristais de gelo menores, como no método de cristalizacdo por
suspensdo. Nesse sistema, o cristal é formado na superficie de
resfriamento do reservatério de cristalizacdo de modo que ocorra a
separacdo entre o cristal de gelo e a solucdo concentrada (solucédo
mée). Esse sistema é considerado muito simples, de modo que o custo
do processo diminui substancialmente (MIYAWAKI et al., 2005;
AIDER; DE HALLEUX, 2009).
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Figura 1.12: Métodos de crioconcentragdo. (a) Cristalizagdo por

suspensao. (b) Crioconcentracdo progressiva.
Cristal de gelo

Concentrado

Cristal de Gelo

(a) (b)
Cristalizacdo por Crioconcentracio
suspensio progressiva

Fonte: Adaptado de Miyawaki et al. (2005).

O método de crioconcentracdo eutética € baseado no principio
da separacdo de sais inorganicos e suas solucfes aquosas, em que ocorre
simultaneamente a cristalizacdo dos sais e do gelo. Este processo é
realizado pelo resfriamento da solugdo perto ou abaixo da temperatura
eutética, considerando que o ponto eutético é quando todos 0s
constituintes cristalizam, simultaneamente, a temperatura de fusdo da
solucdo liquida. As vantagens desta técnica estdo principalmente no
baixo consumo de energia e na alta pureza dos produtos (HIMAWAN et
al., 2002; AIDER; DE HALLEUX, 2009, 2009).

O método de crioconcentracdo em blocos, de forma parcial,
baseia-se na introdugdo de uma solucdo alimentar liquida em uma
camara de cristalizacdo e no congelamento parcial do centro, através da
introducdo de um tubo com um agente refrigerante. A medida que o
bloco de gelo aumenta a concentracdo da solu¢do também aumenta
(AIDER; DE HALLEUX, 2009, 2009).

O método de crioconcentracdo em blocos, de forma completa,
consiste  no congelamento total da solugdo seguida pelo
descongelamento parcial, sob a separagdo gravitacional simples. Neste
método sdo obtidas duas fracBes, a primeira, a fracdo de concentrado
(solucdo mée) e a segunda, a fracdo de gelo contendo o minimo de
matéria seca. A eficiéncia desse processo é dependente da taxa de
impurezas no gelo. Nestas condigdes, o bloco de gelo atua como uma
carcaca solida através do qual a fracdo do fluido rico em sélidos passa.
Através do controle da temperatura de descongelamento, é possivel
alcancar uma eficiéncia de processo superior a 90%, o que significa que
a quantidade de soluto aprisionado no cristal de gelo é reduzida a um
nivel minimo (AIDER; DE HALLEUX, 2009; BELEN et al., 2012).
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Do ponto de vista da indUstria de alimentos, a crioconcentracao
é uma tecnologia muito adequada devido a capacidade de preservar a
qualidade nutricional dos alimentos concentrados, reduzir custos totais
(incluindo capital, energia e limpeza) e ainda, apresenta baixa
deterioragdo quimica em consequéncia da diminuicdo da atividade
enziméatica e microbioldgica (YEE et al., 2003; SANCHEZ et al., 2011).

Considerando estas vantagens, a tecnologia de crioconcentragédo
tem sido investigada por varios pesquisadores para sua aplicacdo em
uma variedade de alimentos liquidos. Alguns estudos empregaram a
técnica de crioconcentracdo em sucos de fruta, como o de Hernandez et
al. (2009) que estudou o processo de crioconcentracdo em sucos de
magca e péra e observaram aumento nos teores de solidos soluveis de
ambas as amostras. Sanchez et al. (2010) empregaram a técnica de
crioconcentracdo em suco de laranja e também obtiveram aumento nos
teores de soélidos soluveis. Aider; Halleux (2008) aplicaram
crioconcentracdo em sucos de cereja e damasco e obtiveram um
aumento do conteldo de acido ascérbico e compostos aromaticos em
ambos os sucos. Estudos aplicando a técnica de crioconcentragdo em
soro lacteo foram realizados por Aider et al. (2007) que reportaram
preservacdo na composic¢do nutricional, obtendo um produto final com,
aproximadamente, 35% de sélidos totais e 20% de proteina. Aider; de
Halleux. (2009) e Sanchez et al. (2011) também observaram aumento no
teor de sélidos totais apds aplicacdo da técnica de crioconcentracdo em
soro lacteo. Benedetti et al. (2015) aplicaram processos de
crioconcentracdo de blocos em soro de tofu e obtiveram aumento do teor
de isoflavonas e da atividade antioxidante em todos os estagios de
concentracdo. Moreno et al. (2014) verificaram que a crioconcentracéo é
uma técnica efetiva para preservar as propriedades funcionais de
alimentos como o café, pois proporcionou aumento dos teores dos
compostos bioativos, e consequentemente aumento da atividade
antioxidante in vitro do extrato. Boaventura et al. (2013) apresentaram
resultados positivos para compostos fendlicos do extrato aquoso de erva
mate, na aplicacdo da crioconcentracdo, verificando aumento nos
compostos fendlicos. Adorno et al. (2016) aplicaram o processo de
crioconcentragdo no suco de morango e apartir dos resultados obtidos
consideraram esta técnica uma boa alternativa para melhorar o teor de
compostos fendlicos, antocianinas e atividade antioxidante. Ainda,
Berenhauser et al. (2017), aplicou a técnica de crioconcentracdo em
bloco no leite humano e verificou um melhoramento no teor de sélidos
totais e proteina, sugerindo ser uma alternativa viavel para o
melhoramento do ganho de peso e do crescimento de bebés prematuros.
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CAI?I'TULO 2 - COMPOSICAO NUTRICIONAL E PERFIL
LIPIDICO DA CASTANHA DE SAPUCAIA (Lecythis pisonis
Cambess) E SEUS SUBPRODUTOS.

Esse capitulo foi baseado no artigo intitulado “Sapucaia nut (Lecythis
pisonis Cambess) and its by-products: a promising and underutilized
source of bioactive compounds. Part I: Nutritional composition and lipid
profile”, publicado na revista “Food Research International”.
(https://doi.org/10.1016/j.foodres.2018.03.028).
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CAI?TTULO 2 - COMPOSIGCAO NUTRICIONAL E PERFIL
LIPIDICO DA CASTANHA DE SAPUCAIA (Lecythis pisonis
Cambess) E SEUS SUBPRODUTOS.

RESUMO

Sapucaia (Lecythis pisonis Camb.) é uma espécie originaria da
Amazonia brasileira que abrange os biomas Amazonia e Mata Atlantica.
Neste estudo foi determinada a composicdo nutricional da castanha de
sapucaia, torta e casca;o teor de minerais da castanha e da torta; e 0
perfil lipidico do 6leo da castanha (&cidos graxos, tocoferdis, fitoesterois
e triacilglicerdis). As castanhas e tortas apresentaram alto teor de lipidio
(47,9 a 60,8 g 100 g™), proteina (15,8 a 19,5 g 100g™), fibra alimentar
(16,5 a 22,6 g 100 g*) e selénio (26,4 a 46,94 ug g'). O dleo
apresentouelevada composicdo de acidos graxos insaturados (39,7 a
45,4% de &cido oléico e 32,2 a 46,6% de &cido linoléico) e indice de
Estabilidade Oxidativa (8,57-12,95 horas), indicando a presenca de
compostos antioxidantes no 6leo. Os principais triacilglicerdis no 6leo
de sapucaia foram LLO, PLO, LOO, POO, OOO, PLL e LLL. Os
principais lipideos bioativos identificados no dleo foram vy-tocoferol
(19,2 a 28,5 mg 100 g™) e p-sitosterol (92,8 a 194 mg 100 g™). Os
resultados mostraram que a castanha de sapucaia e seus subprodutos séo
uma fonte natural promissora de compostos bioativos e nutricionais e
guando presentes na dieta podem contribuir para a manutengéo da satde
humana. Além disso, a castanha e o subproduto representam uma
matéria-prima promissora para a inddstria de alimentos.

Palavras-chave: Minerais. Selénio. Acidos graxos. Triacilglicerol.
Tocoferdis. Fitoesterdis.
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1. INTRODUCAO

Améndoa, castanha de caju, noz, pistache, aveld, noz pecan,
macadamia e castanha do Brasil receberam atencdo especial de
pesquisadores devido a sua combinacdo Unica de nutrientes. Estudos
confirmaram que a ingestdo diéria de castanhas associada a uma dieta
saudavel contribui para a prevencdo de doencgas cardiovasculares,
diabetes tipo Il e cancer (YANG 2009; NISHI et al., 2014; AUNEzet al.,
2016). Os efeitos benéficos na salde provavelmente se devem a
interacdo sinérgica dos constituintes bioativos presentes nas castanhas.
Elas fornecem grandes quantidades de gorduras monoinsaturadas e
poliinsaturadas que ajudam a regular o colesterol sanguineo e prevenir
doencas cardiovasculares (NISHIet al., 2014). Também sdo ricas em
fibras e fitosteris que contribuem para a reducdo da absorcdo do
colesterol no intestino (SALAS-SALVADOet al., 2006; ROBBINSet
al., 2011; SHAHZAD et al., 2017). Ainda, as castanhas contém
tocoferdis (vitamina E), minerais (calcio, ferro, zinco, potassio e
magnésio), minerais antioxidantes (selénio, manganés e cobre) e
compostos fendlicos que podem reduzir o estresse oxidativo e a
inflamagdo (NAOZUKAet al., 2011; ROBBINSet al., 2011; COLPOet
al., 2014; CARDOSOet al., 2017). Além disso, apresentam baixo teor
de sodio e niveis elevados de potassio, 0o que ajuda a manter uma
pressdo arterial normal (NDANUKOet al., 2017).

O Brasil, devido ao seu tamanho e & existéncia de diferentes
biomas, possui uma das maiores reservas mundial de espécies de plantas
nativas pouco conhecidas eestudadas. Tais plantas podem apresentar
significativo potencial nutricional e econdmico. A castanha de sapucaia
(Lecythis pisonis Cambess), da familia boténica das Lecythidaceae,é
uma espécie presente na Amazoénia e na Mata Atlantica, principalmente
nos estados do Amazonas, Para, Rondbnia, Piaui, Pernambuco,
Maranhdo, Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais e Rio de Janeiro
(VALLILO et al., 1999; USDA, 2017). Apresenta alto teor de proteinas,
acidos graxos essenciais e minerais (VALLILOet al., 1999;
DENADAIet al.,, 2007; NAOZUKAet al., 2011; TEIXEIRAet al.,
2018a; TEIXEIRAet al., 2018b). Embora a castanha de sapucaia seja
consumida pela populacdo local, suas composi¢Bes nutricionais e
fitoquimicas néo s&o claras e o potencial econdmico e socio-cultural das
castanhas ndo foi explorado. Apenas alguns estudos investigaram a
composi¢cdo nutricionalda castanha de sapucaia e seus subprodutos.
Além disso, existe um alto potencial extrativista para a castanha de
sapucaia, sendo possivel aumentar sua exploracéo.
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Diante desse contexto, 0 objetivo deste trabalho foideterminar a
composicdo nutricional e fitoquimica da castanha, torta, dleo e casca de
sapucaia. Esse conhecimento é fundamental para aumentar sua producéo
e consumo sustentavel pela populagdo. Além disso, o cultivo desta
oleaginosa pode ajudar a preservar o ecossistema e 0 desenvolvimento
socioecondmico da populagdo local, além de ser uma fonte promissora
para a industria de alimentos.
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2. MATERIAL DE METODOS
2.1. Amostras

Foram analisadas 3 amostras (Al, A2 e A3) de castanhas de
sapucaia (Lecythis pisonis Cambess) provenientes do Municipio de
Teresina, Piaui (Latitude 05°05'21"S e Longitude 42°48°07°W), doadas
pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA Meio-
Norte) e, 1 amostra (B1) proveniente do Municipio de Vigosa, Minas
Gerais (Latitude 20°45°14”S e Longitude 42°52°53”W), doada pela
Universidade Federal de Vigosa (Figura 2.1). Aproximadamente 600 g
de cada amostra foram coletadas em outubro de 2016. Na Figura 2.2
ilustra as castanhas de sapucaia provenientes de diferentes regides.

Figura 2.1:Mapa de estados e municipios onde as amostras foram
coletadas. PI: Piaui; MG: Minas Gerais.
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Fonte: Préprio Autor.
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Figura 2.2: Amostras de castanha de Sapucaia (Lecythis
pisonisCambess). A) Castanhas provenientes do Piaui (A1, A2 e A3) e
de Minas Gerais (Bl). B) Diferenga de tamanho entre castanhas de
diferentes regides.

O oo v =

Fonte: Préprio Autor.
2.2. Reagentes quimicos

Os padrdes de acidos graxos, o padrdes dos tocoferdis (a-, -, y-
e d-tocoferol), e os padrdes de fitoesterdis (B-sitosterol, estigmasterol,
campesterol e brassicasterol) foram adquiridos da Merck (Darmstadt,
Alemanha). O 4&cido nitrico (65% m/m) foi adquirido da Merck
(Darmstadt, Alemanha). Os solventes de grau analiticoutilizados nas
andlises foram adquiridos da Vetec (Xerém, Rio de Janeiro, Brasil) e da
Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, EUA).

2.3. Obtencao do 6leo e torta da castanha de sapucaia

As castanhas de sapucaia com casca foram secas numa estufa
de circulagdo de ar (modelo 400/D 200 °C, marca Nova Etica®, S&o
Paulo, Brasil) a 40 °C durante 24 h. As cascas da sapucaiaforam
quebradas manualmentee o 6leo da castanha foi obtido por meio de
prensagem hidraulica TE-098 Tecnal® (Sao Paulo, Brasil). As amostras
foram prensadas 3 vezes, e 0 6leo centrifugado em centrifuga (modelo
80-2B, marca Daiki®, Presidente Prudente, Brasil) a 4000 rotacdes por
minuto (rpm) por 10 minutos (min). As amostras de 6leo e a torta
resultante da prensagem foram armazenadas em frascos ambar com
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atmosfera de nitrogénio a -24 ° C para analises posteriores. O percentual
de rendimento de extracdo foi calculado de acordo com a equagdo RE
(%) = [(Peso do 6leo extraido) / (Peso das castanhas prensadas)] x 100,
onde RE (%) = rendimento de extracdo.

Foi determinada a caracterizacdo fisico-quimica, a composicao
de acidos graxos, de tocoferol, de fitosterol e de triacilglicerol do 6leo
extraido. Tambémfoi determinada composicao nutricional e o contetdo
de minerais das castanhas de sapucaia e da torta resultante da prensagem
das castanhas para obtencdo do 6leo. A figura 2.3 mostra um diagrama
esquematico das anélises realizadas na castanha, torta, dleo e casca de
sapucaia.

Figura 2.3: Diagrama das andlises realizadas na castanha, torta, éleo de
casca de sapucaia.

4" Casca de sapucaia ‘ - Composigdo nufritional

- Composigao nutritional

— ‘ Castanha de sapucaia ‘ A
- Composi¢ao mineral

E Prensagem a frio
i (Prensagem hidraulica)
i

- Composicéo nutritional
- Composigao mineral

‘ Torta de sapucaia ‘{

- Caracterizagdo fisico-quimica
- Composigdo de acidos graxos
‘ Oleo de sapucaia ‘ - Composicio de tocoferdis

- Composigdo de fitoesterdis

- Composigao de triacilglicerois

Castanha de sapucaia com

Fonte: Adaptado de Demoliner et al. (2018).
2.4. Composicao nutricional

A composic¢do nutricional da castanha, torta e casca de sapucaia
foram realizadas seguindo o0s métodos recomendados pela
AOAC(2005). O teor de umidade (925.09) foi determinado por secagem
em estufa das amostras a 105 °C até se atingir um peso constante. O teor
de cinzas (923.03) foi determinado por incineragdo a 550 + 15 °C. O
teor de proteina bruta (N x 6,25) foi determinadopelo método macro-
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Kjeldahl (920.87). Os lipidios totais (920.85) foram determinados pelo
método de extracdo de Soxhlet. Fibra alimentar total foi analisada pelo
método enzimatico-gravimétrico (991.43). Os carboidratos totais foram
calculados por diferenca de acordo com a equagéo:Carboidratos (g.100g
) = 100 — (g lipidios + g proteina + g cinzas + g fibra). O valor
energético total (VET) foi calculado de acordo com a equacdo: VET
(kcal.100g™) = 4 x (g proteina + g carboidrato) + 9 (g lipidios). Todas as
analises foram realizadas em triplicata.

2.5. Composi¢do mineral

As condicdes operacionais para a digestdo das amostras foram
realizadas de acordo com o método n° 12, descrito no manual do
equipamento, o qual é recomendado para a digestdo de cereais e graos
(MILESTONE, 1995). Inicialmente 0,1 g da amostra de castanha e torta
de sapucaia foram digeridas utilizando um forno de microondas MLS-
1200 Milestone (Sorisole, Italia), com 6 mL de HNO3z e 1 mL de H,0,
com a poténcia aplicada variando de 250 a 600 W por 25 minutos em
vasos de poli-tetrafluoretileno (PTFE). As amostras digeridas foram
diluidas apropriadamente com agua desionizada. O rodio (10 pg L") foi
utilizado como padrdo interno para todas as determinagdes. A calibracdo
externa foi realizada utilizando solugBes aquosas preparadas a partir de
uma solucéo-padrdo de multi-elementos contendo todos os analitos. Os
elementos selénio, calcio, magnésio, manganés, zinco, cobre, cromo,
niquel, molibdénio, sddio, aluminio, c&dmio, estanho e chumbo foram
determinados porespectrometria de massa com plasma indutivamente
acoplado (ICP-MS) usando um Perkin Elmer SCIEX, modelo Nexlon
300D (Shelton, EUA). Os parametros operacionais do equipamento ICP-
MS foram: amostragem / cones skimmer: platina; RFpower: 1100 W;
medicdo de sinal: continua; lente auto: ligado; tensdo do detector: pulso
(1250 v) e analogico (—2290 v); vazao de gas: principal (15,0 L min'l) e
nebulizador (1,05 L min™). A Tabela 2.1 ilustra o limite de deteccio
(LOD), limite de quantificacdo (LOQ) e coeficientes de determinagdo
(R?) de cada mineral considerado nesta pesquisa.
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Tabela 2.1: Limites de detec¢do (LOD), limite de quantificagdo (LOQ)
e coeficientes de determinagdo (R?) utilizados para cada um dos
elementos estudados.

Elementos LOD (ug g™) LOQ(ug g™ R’

Al 0,10 0,30 0,9999
Ca 2,46 7,38 0,9994
Cd 0,01 0,01 0,9999
Cr 0,01 0,04 1,0000
Cu 0,01 0,03 0,9998
Mg 0,01 0,04 0,9999
Mn 1,32 3,98 0,9999
Mo 0,01 0,01 0,9999
Na 0,06 0,17 0,9999
Ni 0,02 0,05 0,9999
Pb 0,01 0,01 0,9999
Se 0,03 0,10 0,9999
Sn 0,71 2,13 0,9999
Zn 0,01 0,04 0,9999

Fonte: Adaptado de Demoliner et al. (2018).
2.6. Caracterizacao fisico-quimica do 6leo de castanha de sapucaia

As caracteristicas fisico-quimicas do Oleo de castanha de
sapucaia foram determinadas de acordo commetodologia oficial da
AOCS(2004): indice de refragdo (Cc 7-25); densidade relativa (Cc 10a-
25); medicdo de cor (Cc 13b-45); ponto de fumaga (Cc 9a-48); acidez
(Cd 3d-63); perdxido (Cd 8-53); extingdo especifica (232 e 270 nm) (Ch
5 - 91); valor de p- anisidina (Cd 18-90) e indice de estabilidade
oxidativa - Rancimat (Cd12b-92).

2.7. Composicdo de acidos graxos

Os 4cidos graxos foram determinados pelo método Ce 1a-13
(AOCS, 2004). Os ésteres metilicos dos acidos graxos foram preparados
seguindo o procedimento descrito por Hartman e Lago (1973). As
andlises foram realizadas utilizando um cromatégrafo a gas 3900
Varian® (Palo Alto, EUA). As condicdes cromatogréficas foram as
seguintes: coluna capilar (CP-Sil 88, Chrompack) com 100 m de
comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e¢ 0,2 um de filme; e um
detector de ionizacdo em chama (FID). Condi¢des de funcionamento:
divisdo de 1:50; temperatura do detector de 310 °C; temperatura do
injetor de 270; temperatura do forno de 120 °C/2 min, 120-220 °C (2.2
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°C/mim) e 220-235 °C (1.5 °C/min), permanecendo 235 °C/15 min; gas
auxiliar (make up gas): nitrogénio (30 mL/min); gés de arraste:
hidrogénio (1 mL/min); volume injetado de 1 pL. Cada sobrenadante foi
injetado uma vez no cromatégrafo. A composicdo qualitativa foi
determinada pela comparacdo dos tempos de retencdo dos analitos com
0s respectivos padrdes para acidos graxos. A composicdo quantitativa
foi determinada pela normalizacdo da area e expressa em porcentagem
de massa.

2.8. Composicédo de tocoferdis

A preparagdo das amostras e dos padrbes foi realizada de
acordo com Panfili, Fratianni e Irano (2003). Entre 0,1 e 1,2 g de 6leo
foram pesados em baldo de 10 ml e o volume foi completado com n-
hexano. A solucdo foi homogeneizada num agitador de tubos durante
um minuto. O extrato foi filtrado através de um filtro de seringa com
tamanho de poro 0,45 pum antes da analise. O teor de tocoferol foi
determinado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
Shimadzu (Shimadzu®, Kyoto, Japdo). As condigdes de andlise
utilizadas foram: detector de fluorescéncia a 294 nm de excitacdo e 326
nm de comprimento de onda; coluna de silica Si-60 Merk (125 nm x 4
nm X 5 pum) com temperatura de coluna de 24 °C e vazdo de 1,5
mL/min; fase mével: n-hexano / acetato de etilo / acido acético (97,3:
1,8: 0,9 v/ v/v). A identificacdo do analito foi realizada comparando os
tempos de retencdo da amostra com os padrdes. Para quantificacdo
analitica, foram utilizadas curvas analiticas de compostos padréao.

2.9. Composicdo de fitoesterois

A andlise dos fitoesterdis foi realizada de acordo com
Bragagnolo e Rodriguez-Amaya (1993). As amostras foram submetidas
a saponificacdo direta e a matéria insaponificavel foi extraida com
hexano e analisada por cromatégrafo gasoso 3900 Varian® (Palo Alto,
EUA). As condicBes cromatograficas para a andlise foram: injecédo
automatica (1 pL); coluna capilar (Chrompack CP-Sil 88, 100 m de
comprimento, 0,25 mm de didmetro interno, 0,20 pm de filme); injecdo
bipartida (1:50); temperatura do detector a 300 °C; a temperatura do
injetor foi de 250; a temperatura da coluna foi inicialmente ajustada a
150 e mantida durante 1 min, em seguida a coluna foi aquecida a 150-
300 durante 10 min e mantida a 300 durante 10 min; gas auxiliar (make
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up gas): nitrogénio (30 mL/min); gas de arraste: hidrogénio (30
mL/min). A identificacdo dos compostos foi realizada comparando os
tempos de retencdo dos analitos nas amostras com o0s tempos de
retencdo dos padroes.

2.10. Composicéo de triacilglicerois

Os triacilgliceréis (TAGs) do 6leo de castanha de sapucaia
foram determinados pelo método descrito por Segura et al. (2011), por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (LC), utilizando um
cromatégrafo  Shimadzu Prominence 20A (Shimadzu® Corporacéo,
Kyoto, Japdo). Foram dissolvidos 5 mg de 6leo em 1 mL de acetona e
misturados por agitacdo. A separagdo cromatogréfica dos compostos foi
realizada usando as seguintes condi¢bes de HPLC: o volume de injecédo
foi de 1 pL; detector Shimadzu ELSD-LTIl equipado com uma
dispersdo de luz por evaporagdo; duas colunas Supelcosil ™ C18 (25 cm
x 4,6 mm % 5 um), conectadas em série e operadas a aproximadamente
20 °C; fase movel foi acetona / acetonitrila (1:1) com um fluxo de 1
mL/min e um gradiente linear crescente de cloroférmio (20% a 60 min).
Esta composicdo de solvente permaneceu constante durante 20 min,
depois voltou a composi¢édo inicial e se manteve por 85 min.Os
compostos foram identificados usando padrdes de TAG puros e
considerando a ordem de separacdo, de acordo com 0O numero
equivalente de carbono correspondente (ECN).

2.11. Andlise estatistica

A distribuicdo normal e a homocedasticidade dos dados foram
avaliadas pelos testes de Brown-Forsythe. A analise de variancia
(ANOVA) foi realizada e os valores médios foram comparados com o
teste de Tukey considerando um nivel de significancia de 5% (p<0,05).
A andlise estatistica dos resultados foi realizada utilizando o software
Statistica®13.3 (TIBCO, Palo Alto, CA, USA).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Composigdo nutricional da castanha, torta e casca de sapucaia

Na Tabela 2.2 podem ser observados os resultados obtidos para
a composicdo nutricional da castanha, torta e casca da sapucaia.
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Tabela 2.2: Composico nutricional (g 100 g) da castanha, torta e casca de sapucaia.

Amostras Componentes (base seca)
Umidade Cinzas Lipidios Proteina* Fibra alimentar total**  Carboidrato ~ Valor energéticol total
(9100 g*) (9100 g*) (g 100 g*) (g 100 g*) (9100 g*) (9 100 g*) (kcal 100 g7)
Castanha
Al 415+0,07° 353+0,20° 60,76+055 1580+0,31° 16,51 +0,87" 4,90 +0,21° 616,57 + 6,64°
A2 431+0,03° 334+020° 57,49+067° 1583+0,22°
A3 429+0,09° 336+0,01%° 5948+0,62° 16,21+0,47°
B1 915+0,11° 3,34+0,36° 47,99+0,15° 19,49 + 0,43 22,63 +0,28° 6,50 + 0,04° 534,13 + 3,27°
Torta
Al 761+0,14° 517+0,34% 3241+248° 2678+1,00° 31,23 +0,11° 511+0,13° 414,31 +1,74°
A2 6,39 +0,10° 502+0,12° 31,98+0,96® 26,54 +0,03"
A3 6,68 £0,07° 507+0,09° 3136+0,25° 26,70+0,26"
Bl 10,89 +0,10* 3,35+0,27° 37,00+047% 29,67 + 0,20 27,99 +0,36° 1,98 +0,04° 460,43 + 3,55
Casca
Al 10,98 +0,07° 3,36+0,01*° 046+0,01° 3,62+0,178 75,22 + 1,868 17,25 + 1,908 88,49 + 7,492
A2 10,31+0,02° 329+0,01° 041+0,05°  3,82+0,01°
A3 10,86 +0,03° 3,17+0,07* 0,61+0,05  3,88+0,08
Bl 13,44 +£0,06° 2,73+0,10° 0,63+0,01° 3,99 +0,07° 80,89 + 1,00 11,75 +0,83° 68,64 + 3,61°

Al, A2, A3: amostras do Piaui; B1: amostras de Minas Gerais. Média + DP (n = 3). Diferentes letras na mesma coluna
representam diferenca significativa entre as amostras (Teste de Tukey, p < 0,05).* Fator de conversdo do nitrogénio = 6,25. **As
andlises de fibra alimentar das amostras do Piaui foram feitas com um mix de amostras.

Fonte: Adaptado de Demoliner et al. (2018).
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As castanhas de sapucaia possuem alto teor de lipidios (47,97 a
60,76 g 100 g ') e proteinas (15,80 a 19,49 g 100 g '), o que contribui
para um alto valor energético (534,13 a 615,74 kcal 100 g'). Os
resultados indicam diferenga significativa (p<0,05) entre as amostras das
diferentes regides, sendo que na amostra proveniente de Minas Gerais
(B1) o teor de proteina foi maior e o teor de lipidios menor, quando
comparado com as amostras provenientes do Piaui (Al, A2 e A3).As
castanhas também séo ricas em fibra alimentar e compostos inorganicos.
Vallilo et al. (1999), Denadai et al. (2007) e Carvalho et al.
(2008)relataram resultados semelhantes para contetdo lipidico, proteina
e cinzas para castanhas de sapucaia. O teor de fibra alimentar nas
amostras deste estudo foi superior ao relatado por Denadai et al. (2007)
e Carvalho et al. (2008) (5,67 e 7,0 g 100 g, respectivamente). O alto
teor de fibra alimentar nas castanhas pode contribuir para varios
beneficios & salde, como a reducdo do colesterol sanglineo e da
resposta glicémica pos-prandial. Além disso, o consumo de fibras
alimentares tem sido associado a uma redugdo no risco de desenvolver
doengas coronarianas e diabetes (SALAS-SALVADOet al., 2006).

A torta, obtida a partir do processo de prensagem das castanhas
de sapucaia, apresentaram grande quantidade de lipidios, 0 que esta
relacionado ao baixo rendimento de 6leo (51%, 45% 54% e 30% para as
amostras Al, A2, A3 e B1, respectivamente). Costa; Jorge (2012),
utilizando o mesmo processo de extracdo, reportaram rendimentos
médios de dleo de 59% para a castanha de sapucaia. Rabadan et al.
(2017) relataram baixo rendimento para o 6leo de pistache obtido pela
prensa hidraulica 24,5%. O maior teor de lipidios na torta obtido da
amostra B1 pode ser devido ao maior teor de umidade da castanha, uma
vez que a eficiéncia de extracdo é afetada pela temperatura e umidade da
amostra (RABADANet al., 2017). Os teores de umidade, cinza, proteina
e fibra alimentar da torta de sapucaia foram superiores aos obtidos a
partir da castanha, pois a separacdo do Oleo concentra os demais
componentes nutricionais na torta residual. O teor de proteina foi
significativamente maior (p<0,05) para a amostra Bl quando
comparado as amostras Al, A2 e A3. Por outro lado, o conteido de
cinzas, fibra alimentar e carboidratos da amostra Bl
foramsignificativamente menores (p <0,05).

Fibra alimentar representou a maior fracdo da composicdo da
casca da sapucaia (entre 75,22 e 80,89 g 100 g™), seguida pelos
carboidratos (11,75-17,11 g 100 g e proteinas (3,62-3,99 g 100 g ™).
As cinzas foram significativamente maiores (p <0,05) para as amostras
Al, A2 e A3 quando comparadas com a amostra B1l. O contetdo
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lipidico representou a menor fracdo na casca da sapucaia e foi
significativamente maior (p <0,05) para as amostras A3 e B1.

As diferencas significativas observadas na composigédo
nutricional dascastanhas, torta e cascas de sapucaia obtidas de diferentes
regides podem estar relacionadas a fatores ambientais, composi¢do do
solo, localizacdo geogréfica, periodo de colheita e fatores genéticos
(YADA; HUANG; LAPSLEY, 2013).

3.2. Composi¢do mineral da castanha e torta de sapucaia

A Tabela 2.3 mostra os 13 elementos minerais encontrados
nacastanha e torta de sapucaia. A concentracdo de selénio (Se) na
castanha variou entre 26,4 ¢ 46,9 pg ¢ e entre 28,7 ¢ 48,5 pg g na
torta. Os resultados indicam que a ingestdo de uma Unica castanha de
sapucaia (2 g) pode ser suficiente para atingir a dose diaria recomendada
de selénio (55 pg/dia), ndo excedendo o Nivel de Ingestdo Superior
Toleravel (UL) (FAO/WHO, 2001; FOOD; NUTRITION BOARD,
2004). A Tabela 2.4mostra as Recomendagdes Nutricionais -
Recommended Dietary Allowance (RDA) de minerais para adultos (19—
50 anos). O selénio, como constituinte das selenoproteinas, ¢ um
micronutriente essencial que desempenha um papel importante em
numerosas fungdes fisiolégicas, como a conversdo do pré-horménio
tiroxina (T4) para o horménio tireoidiano ativo triiodotironina (T3), e
também a conversdo do T3 reverso inativo em diiodotironina. A
atividade antioxidante do Se também est4 relacionada & prevencdo de
doencas como cancer e doencas cardiovasculares (KUMAR,;
PRIYADARSINI, 2014). O selénio tem a capacidade de aumentar a
excrecdo de mercdrio (Hg) e eliminar espécies reativas de oxigénio
induzidas por Hg, indicando uma agdo protetora contra o Hg
(SAKAMOTOet al., 2013). Uma ingestdo diaria de selénio <40 pg é
considerada deficiente. A deficiéncia de selénio pode levar & doenca de
Keshan (uma cardiomiopatia endémica com insuficiéncia miocardica),
cancer e doencas cardiovasculares (ROMAN; JITARU; BARBANTE,
2014). Por outro lado, uma ingestdo de> 400 ug/dia de Se tem sido
associada a efeitos tdxicos, incluindo a selenose, cujos sintomas séo
perda de cabelo e unhas, lesbes na pele e distlrbios do sistema nervoso
(ROMANEet al., 2014). Considerando o nivel de Se detectado em uma
Unica castanha de sapucaia, uma ingestdo diaria excedendo 8-10
castanhas pode, portanto, exceder o limite de toxicidade para o Se.



Tabela 2.3: Composicdo de minerais (1g g) na castanha e torta de sapucaia.

Amostras Elementos (ug g)
Se Ca Mg Mn Zn Cu Cr Ni Na Mo Al Cd Pb Sn
Castanha
Al 348+ 1249 1682+ 383+ 118+ 116+ 041+ 085+ 534+ Nd 456+ 035+ 051+ 748+
6,19 42,39 1,76° 2,317 1,03° 245" 0,061 0,265° 0,54° 0,665° 0,024*  0,049° 121°
A2 469+ 1168+ 1572+ 414+ 209+ 169+ 045+ 048+ 222 + Nd 165+ 033+ 045+ 11,09
387 420°  438° 1,87 2,26 0632 0,013 0,043° 0,307° 0,254° 0,005  0,010° * .
0,031™
A3 449+ 1057+ 1740+ 229+ 173+ 154+ 030+ 074+ 385+ Nd 287+ 036+ 046+ 146+
2,248 277°  4,81° 575°  3,19® 0461® 0,004 0,006° 0412 0457®  0,014* 0,018  0,846®
B1 264+ 1063 1138 306+ 102+ 700+ 030+ 385+ 239+ Nd 263 * 031 0,45 175+
0,777 +518° 0,073 0,507 0,221° 0,169° 0,007° 0,018 0,738" 0,189° 40,008 +0,013° 1,26°
Torta
Al 429+ 2473+ 2872+ 565+ 302+ 269+ 047+ 244+ 967+ Nd 522+ 035+ 052+ 145+
1,04 4,020 219° 121* 378  566° 0,004°  0,291° 0,345 0,218 0,028° 0,076  2,25°
A2 485+ 1852+ 2673+ 572+ 357+ 305+ 047+ 116+ 393+ Nd 479+ 034+ 057+ 135+
1790 7,20°  447° 2,65 1,11*  3,94% 0,028 0,097 1,01° 0,008* 0,010°  0,095° 185"
A3 46,1+ 1742+ 3555 59,3+ 326+ 239 + 044+ 166+ 821+ Nd 612+ 036+ 060+ 191+
390° 591° #565°  546° 125%  3,17® 0,085°  0,029° 0,095® 0,916 0,002°  0,071* 0,898
B1 28,7+ 1583+ 1872 428+ 149+ 103+ 040+ 558+ 887+ Nd 509+ 036+ 060+ 181+
321° 546° +249°  7,61° 154°  151° 0,037  0,971*° 2,29% 0,349* 0,001*  0,021° 1,29°

Al, A2, A3: amostras do Piaui; B1: amostras de Minas Gerais. Média + DP (n = 3). Diferentes letras na mesma coluna
representam diferenca significativa (Teste de Tukey, p < 0,05). Nd: ndo detectado.
Fonte: Adaptado de Demoliner et al. (2018).

€8
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Tabela 2.4: Ingestdo Dietética Recomendada (Recommended Dietary Allowance/RDA) de minerais para adultos
(homens e mulheres, 19-50 anos) da ingestdo de 2 g de castanha e torta de sapucaia.

Mineral DRIs* Castanha de sapucaia Torta de sapucaia
RDA** UL*** Homens(%) Mulheres (%) Homens(%) Mulheres (%)
Ca 1000 mg/d 2500 mg/d 0,23 0,23 0,38 0,38
Mg 260 mg/d” 350 mg/d 1,2 1,4 2,1 2,5
220 mg/d™
Se 55 pg/d 400 pg/d 139 139 151 151
Mn 2,3 mg/d” 11 mg/d 2,9 3,7 4,7 6,0
1,8 mg/d™
Zn 8 mg/d 40 mg/d 0,38 0,38 0,71 0,71
Cu 900 pg/d 10000 pg/d 2,8 2,8 51 51
Cr 35 pg/d* - 2,1 2,9 2,5 3,6
25 pg/d™
Ni - 1 mg/d 0,29 0,29 0,54 0,54
Na 159/ 2,3 g/d 0,0002 0,0002 0,0005 0,0005

*DRIs: Ingestdo Dietética de Referéncia (Dietary Reference Intakes) recomendados para adulto (homens e mulheres, 19 — 50
anos) (FAO/WHO, 2001; Food & Nutrition Board, 2004). **RDA: Recomendacdes nutricionais (Recommended Dietary
Allowance). ***UL: Limite Superior Toleravel de Ingestdo (Tolerable Upper Intake Level). *: Homens. : Mulheres.

Fonte: Adaptado de Demoliner et al. (2018).
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Lemire et al. (2010) relataram um teor de Se na castanha de
sapucaia entre 5,01 e 14,36 pg g™ A castanha do Brasil é considerada o
alimento com maior teor de Se, podendo variar entre 0,2 e 512 mg kg™,
dependendo da regido (SILVA JUNIOR et al., 2017).

As castanhas de sapucaia também sdo ricas em calcio (Ca) e
magnésio (Mg), sendo minerais essenciais para a saide humana.O célcio
€ um mineral presente em grandes quantidades no corpo humano
(contém entre 1000 e 1200 g) e a grande maioria (99%) esta localizada
no o0sso. Os efeitos protetores de célcio estdorelacionados a salde dssea
e contra a osteoporose (FARDELLONE, 2015).Por outro lado, 0 Mg
esta relacionado com a ativacdo de mais de 300 sistemas enzimaticos. A
ingestdo de Mg tem diminuido nos Gltimos anos, provavelmente devido
ao aumento do consumo de alimentos industrializados, altamente
caldrico e pobre em micronutrientes (FARDELLONE, 2015). Denadai
et al. (2007), Carvalho et al. (2012) e Naozuka et al. (2011) reportaram
maiores quantidades de Ca e Mg em amostras de castanhas de sapucaia
de diferentes regides do Brasil (1720 ¢ 2790 pg g '; 1821 ¢ 3434 pg g ';
e 1798 e 3151 pg g ', respectivamente) quando comparados aos
resultados deste estudo. No entanto, quantidades menores para Ca (880
ug ¢?) e quantidades similares para Mg (1465 pg g™) foram relatadas
por Vallilo et al. (1999) em castanha de sapucaia.

Manganés (Mn), zinco (Zn) e cobre (Cu) sdo metais necessarios
em quantidades minimas para um grande ndmero de funcoes
fisiolégicas. O Mn é um co-fator para muitas enzimas, incluindo
hidrolases, liases, superoxido dismutase (SOD) e glutamina sintetase
(PARMALEE; ASCHNER, 2016). O Zn desempenha papel importante
no funcionamento normal do sistema imunoldégico e atua como
sinalizacdo ibnica em grande numero de células (WANI et al., 2017). O
Cu é um co-fator essencial e um componente estrutural de varias
enzimas importantes envolvidas em reagdes redox (SCHEIBER,;
MERCER; DRINGEN, 2014). Denadai et al. (2007) e Carvalho et al.
(2012) relataram valores mais altos para 0 Mn (80,69 pug g ', 48 pg g ',
respectivamente), Zn (40,37 pg g ', 44 pg g ', respectivamente) e Cu
(32,76 pg g ', 23 ng g, respectivamente) quando comparados com os
resultados deste estudo. Naozuka et al. §2011) também encontraram
valores mais altos para Mn (64,3 pg g ) e Zn (39,3 pg g '), mas
relataram valores menores para Cu (9,2 ug g ).

O cromo (Cr) e niquel (Ni) sdo elementos com numerosas a¢oes
benéficas, como a reducdo do risco de osteoporose e diabetes,bom
funcionamento do sistema nervoso central e para o desenvolvimento
6sseo (NIELSEN, 2014). A recomendagdo nutricional estabelecida para
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Cr é de 35 pg e de 25 pg por dia para homens e mulheres,
respectivamente; e para Ni é 1 mg/dia (FAO/WHO, 2001; FOOD;
NUTRITION BOARD, 2004). Carvalho et al. (2012) relataram valores
mais elevados de Ni (5 pg g ') em castanha de sapucaia quando
comparados ao presente estudo, e os niveis de Cr ndo foram detectados.
A concentracdo de sédio (Na) nas amostras de sapucaia e na torta foi
baixa (média de 3,35 ¢ 7,67 ug g, respectivamente) considerando que
0s Orgdos internacionais de nutricdo recomendam uma ingestdo de Na de
1,5 g/dia. Denadai et al. (2007) também detectaram baixos niveis de Na
(5,8 ng g') em amostras de sapucaia.

Elementos tdxicos e ndo essenciais como aluminio (Al), cadmio
(Cd), chumbo (Pb) e estanho (Sn) também foram identificados na
castanha e na torta de sapucaia. O limite maximo de Al é 1mg kg™ de
peso/dia (ATSDR, 2017). Para Cd e Pb, o nivel maximo recomendado é
de 005mg kg'/dia e de 02mg kg®, respectivamente
(CODEXALIMENTARIUS, 1996). Nao ha limite recomendado para a
ingestdo de Sn. Neste estudo, nenhuma das amostras excedeu os valores
considerados tdxicos pela Agéncia para Substancias Toxicas e Registro
de Doencas e pela Comissdo do Codex Alimentarius. Os metais pesados
em alimentos derivam de vérias fontes, como o solo poluido por metais
pesados (onde podem permanecer por periodos mais longos devido a sua
maior afinidade com matéria organica), pesticidas e fertilizantes
(ZANGet al., 2017).

3.3. Caracterizacao fisico-quimica do éleo de sapucaia

A Tabela 2.5 mostra algumas caracteristicas de identidade e
qualidade do éleo de castanha de sapucaia. O indice de refracdo (entre
1,469 e 1,470 a 20 °C) indicou que os 6leos sdo ricos em acidos graxos
insaturados. A densidade a 20 °C variou entre 0,88 e 0,92 g/cm® e a cor
Lovibond (30,0 a 40,0 para unidades amarelas e 0,8 a 1,0 para unidades
vermelhas) indicou coloracdo amarela para o 6leo. O indice de acidez e
peroxido estdo de acordo com valores determinados pela ANVISA para
6leos vegetais prensados a frio e ndo refinados, que estabelece valores
maximos de 4,0 mg KOH.g™ (ou 2,01 g oléico.100g™) e de 15 mEq.kg™
para indice de acidez e perdxido, respectivamente (BRASIL, 2005). O
valor de perdxido e a extincdo especifica (232 e 270 nm) indicaram
adequada qualidade oxidativa para o 6leo. O indice de Estabilidade
Oxidativa (OSI) apresentou valores entre 8,57 e 12,95 h, o que reflete
sua composicdo de 4&cidos graxos e a presenga de compostos
antioxidantes no 6leo. O OSI foi significativamente (p <0,05) maior
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para as amostras Al, A2 e A3 quando comparado com a amostra B1,
devido ao alto teor de acido oléico. Costa; Jorge (2012) encontraram
uma maior estabilidade oxidativa (24,89 h) do éleo de sapucaia extraido
por prensagem a frio a 100 °C. Teixeira et al. (2018a) relatou um OSI de
7,18 h do dleo de castanha de sapucaia extraido por Soxhlet, e 13 h para
0 O6leo de sapucaia extraido por Bligh & Dyer. Teixeira et al.
(2018)relataram um OSI de 9,29 h (110 °C) do 6leo de castanha de
sapucaia extraido com CO, supercritico. Os resultados obtidos neste
trabalho do periodo de inducdo foram semelhantes aos reportados para
6leos de: castanha do Brasil (8,24 h), canola (8,63 h), avela (8,88 h), noz
pecan (9,87), milho (9,96 h) e soja (12,0 h) (CASTELO-BRANCOet al.,
2016). Embora ndo exista valor minimo estabelecido para o periodo de
inducdo para 6leos vegetais, sabe-se que quanto maior o periodo de
inducéo, maior a estabilidade oxidativa do éleo.
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Tabela 2.5: Caracteristicas fisico-quimicas do 6leo de castanha de sapucaia.

Determinaces Amostras

Al A2 A3 B1
indice de refracéo (20 °C) 1,469 + 0,001° 1,469 + 0,001° 1,469 + 0,001° 1,470 + 0,001°
Densidade (g/cm®) 0,91 + 0,003 0,91 + 0,001 0,92 + 0,006 0,88 + 0,002°
Ponto de fumaca (°C) 209,0 +2,83" 210,5+ 0,70 210,0 +2,83° 2175+1,77°
Acidez (g 4cido oleico 100 g™) 0,19 +0,02° 0,19 +0,01° 0,20 +0,01° 0,34 +0,02°
Peréxido (MEq,Kg™) 1,47 +0,11° 1,53 + 0,44 1,60 +0,02° 2,52 £0,12°
Extincdo especifica— 232 nm (%) 0,74 +0,02° 0,78 +0,02° 0,73 +0,02° 1,46 + 0,02°
Extincdo especifica— 270 nm (%) 0,03 +0,01° 0,07 +0,02° 0,02 +0,01° 0,39 +0,01°
p-anisidina Nd Nd Nd Nd
Estabilidade Oxidativa — OSI (h) 12,95 + 0,06* 12,88 +0,07° 12,75 +0,22° 8,57 +0,23"
Cor Lovibond (5 ¥4 )* 30,0A/1,0V 40,0 A/ 1,0V 30,0A/1,0V 40,0A /0,8 V

Al, A2, A3: amostras do Piaui. B1: amostras de Minas Gerais. Média + DP (n = 3). Diferentes letras na mesma linha representam
diferenca significativa (Teste de tukey, p < 0,05). *A = amarelo. V = vermelho. Nd = ndo detectado.
Fonte: Adaptado de Demoliner et al. (2018).
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3.4. Composicao de acidos graxos, tocoferois e fitoesterdis em 6leo

de sapucaia

NaTabela 2.6 pode ser observada o perfil de acidos graxos para
0 0Oleo de castanha de sapucaia.

Tabela 2.6: Composicao de &cidos graxos, tocoferdis e fitoesterdis no
0leo de castanha de sapucaia.

Determinacgdes Amostras

Al A2 A3 B1
Acidos graxos (%)
Miristico (C 14:0) 0,10 0,09 0,09 0,07
Palmitico (C 16:0) 15,2 12,9 14,4 111
Palmitoléico (C 16:1) 0,35 0,21 0,21 0,24
Margérico (C 17:0) 0,08 0,08 0,07 0,07
Esteérico (C 18:0) 7,93 8,44 791 7,50
Oléico (C18:1 n9c) 39,7 454 44,4 40,0
Linoléico (C 18:2 néc) 40,0 32,3 32,2 46,6
y-linolénico (C 18:3) 0,27 0,26 0,27 0,22
a-Linolénico (C 18:3 n3c) 0,35 0,26 0,32 0,22
Cis-11- eicosandico (C 20:1) 0,07 0,07 0,08 0,06
Saturado 23,3 21,5 22,5 18,8
Monoinsaturado 40,1 45,7 44,7 34,2
Poli-insaturado 36,6 32,8 32,7 47,0
S/* 0,30 0,27 0,29 0,23
Tocoferdis (mg 100 g~/)
a-Tocoferol 1,12+0,03" 0,75+0,09° 1,10£001® 224+0,16°
B-Tocoferol Nd<0,02*  Nd<002* Nd<002*  Nd<0,02*
y-Tocoferol 285+049° 212+013" 268+083% 19,2+0,17
&-Tocopherol 028+002° 026+0,02° 041001 043002
Tocoferol Total 209+054° 222+024° 283+085 21,8+0,32
Vitamina E (U1 100 g*%) 6 4 5 5
Fitoesterdis (mg 100 g~)
B —sitosterol 93,7+0,78° 101,3+1,34° 92,8+1,49° 193,9+1,84°
Estigmasterol 11,2+0,19° 11,8+0,36° 9,92+042° 13,2+0,09°
Campesterol 8,60+049* 911+032® 842+0,28° 9,63+0,26°
Brassicasterol Nd < 1,50 Nd < 1,50 Nd < 1,50 Nd < 1,50

Al, A2, A3: amostras do Piaui. B1: amostra de Minas Gerais. Acidos Graxos (n
= 1). Média £ DP (n = 3). Diferentes letras na mesma linha representam
diferenca significativa (Teste de Tukey, p<0,05). Nd =ndo detectado. *S/I:

Saturado/Insaturado.

Fonte: Adaptado de Demoliner et al. (2018).
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Foram identificados dez diferentes acidos graxos no 6leo de
castanha de sapucaia. Entre os acidos graxos insaturados, o acido oléico
foi predominante nas amostras Al, A2 e A3 (39,7 a 45,4%), e o acido
linoléico na amostra B1 (46,6%). Entre os acidos graxos saturados, 0s
acidos palmiticos e estearicos foram os principais acidos graxos (11,1-
15,2% e 7,50-8,44%, respectivamente). O 6leo de castanha de sapucaia
¢ fonte de &cidos graxos insaturados, pois continha uma proporcao
insaturada entre 0,27 e 0,30%. A composi¢do de acidos graxos do 6leo
de castanha de sapucaia obtida para as amostras do Piaui foi semelhante
aos resultados relatados por Vallilo et al. (1999) e Costa; Jorge (2012)
em Oleo de sapucaia. Resultados semelhantes obtidos para amostras de
Minas Gerais foram relatados por Teixeira et al. (2018a) eTeixeira et al.
(2018b) que encontraram o acido oléico como componente principal no
oleo de castanha de sapucaia, seguido pelos acidos linoléico e palmitico.
Estudos comprovam que a substituicdo da gordura saturada da dieta por
acido oléico e/ou acidos graxos poliinsaturados pode reduzir o risco de
doencas cardiovasculares, principalmente pela reducdo dos niveis de
colesterol sanguineo(NISHIet al., 2014).

O teor de tocoferdis totais nas amostras de 6leo de sapucaia
variaram de 21,8 a 29,9 mg 100g™. O y-tocoferol foi o principal
tocoferol identificado no dleo de sapucaia, representando de 88 a 95%
do conteudo total desses compostos. Baixas concentragcdes de a- e -
tocoferois também foram identificados. Efeitos anticancerigenos e
antiinflamatérios foram relatados para o y-tocoferol (JIANG, 2014).

O B-sitosterol (92,8-193,9 mg 100 g™) foi o principal fitoesterol
identificado no 6leo de sapucaia, seguido do estigmasterol (9,92 e 13,2
mg 100 g™) e campesterol (8,42 e 9,63 mg 100 g™). O contetido de
estigmasterol e campesterol foi significativamente maior (p<0,05) na
amostra B1. O B-sitosterol é um agente de reducdo do colesterol bem
reconhecido (DESAI; DONG; MILLER, 2016). Atividades anticancer,
anti-inflamatoria e protecdo contra doencas cardiovasculares também
foram relatadas para o B-sitosterol (DESAlet al., 2016; SHAHZADet
al., 2017). O B-sitosterol individual ou em combinagdo com outros
fitoesterdis (na forma livre ou esterificada) é usado em uma variedade
de alimentos comerciais enriquecidos, como iogurte, leite e suco de
frutas.

Os compostos quimicos identificados no 6leo de castanha de
sapucaia, como o0s tocoferois, os fitoesterdis e os acidos graxos oléico e
linoléico, que quando presentes na dieta, podem contribuir para a
manutencdo de uma vida saudéavel. Estudos associaram uma dieta rica
em nozes e castanhas a uma redugdo da incidéncia de doengas
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coronarianas, hipertensdo arterial, colesterol, cancer, e doengas
inflamatorias. Os efeitos relatados podem estar associados a uma
interacdo sinérgica dos muitos constituintes bioativos das castanhas
(tocoferois, fitoesterois, acidos oléico e linoléico) que podem influenciar
favoravelmente na satde humana (AUNEzet al., 2016; CARDQOSO et al.,
2017; NISHIlet al., 2014; YANG, 2009).

3.5. Perfil de triacilglicerideos (TAGS) no 6leo de sapucaia

Os TAGs predominantemente presentes no 6leo de sapucaia sao
LLO, PLO, LOO, POO, OO0, PLL e LLL(Tabela 2.7). Os TAGs
encontrados no Oleo de castanha de sapucaia continham
predominantemente acidos oléico e linoléico e menos &cidos palmitico e
estearico, o que é compativel com o perfil de acidos graxos encontrado
nas amostras. A composicdo TAG do 6leo de castanha de sapucaia
obtida neste estudo é semelhante aos resultados relatados por Teixeira et
al. (2018b).

Tabela 2.7: Composicdo de triacilglicerideos (TAGs) no 6leo de

sapucaia.

Estrutura dos ECN Amostras

TAGS (%) Al A2 A3 B1

LLL 42 6,40 + 0,35 5,91+ 0,01 6,00+£0,15° 12,6 +0,20°
LLO 44 12,9 + 0,43 12,9 + 0,68 11,6 £0,03° 20,7 +0,14%
PLL 44 6,92 +0,32° 6,41 +0,04° 6,42+0,18° 10,0 +0,04°
LOO 46 14,1 +0,11° 14,9 +0,98° 14,7+0,44°  14,1+0,05°
PLO 46 16,5 +0,19° 16,4 + 0,50° 16,6 £0,41° 16,8 +0,05°
PPL 46 2,51+0,34% 1,33+0,26° 1,92+0,21® 1,73+0,03®
000 48 11,93+059°  12,5+0,38° 13,3+0,48°  6,85+0,13"
POO 48 15,6 + 0,48" 16,7 +0,47®  17,4+039° 10,9+0,21°
PPO 48 2,43 +0,10® 152+0,18®  152+001° 2,52+0,46°
PPP 48 1,91 + 0,08 1,81 +0,41° 1,91+0,24° 0,60 +0,01°
SO0 50 4,95 +0,21% 5,69 + 0,41° 592+0,36% 2,51+0,03°
SSL 50 2,74 £ 0,05° 2,91 +0,44° 250+041* 0,92+0,01°
SOS 52 0,64 +0,02®  1,00+0,22° 0,70+0,16® 0,31+0,01°

Al, A2, A3: amostras do Piaui. B1: amostra de Minas Gerais. Média + DP (n =
3). Diferentes letras na mesma linha representam diferenca significativa (Teste
de Tukey, p<0,05). O: &cido oléico. L: acido linoléico. P: acido palmitico. S:
acido estearico. ECN = nimero equivalente de carbonos.

Fonte: Adaptado de Demoliner et al. (2018).
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3.6. Composi¢do nutricional e perfil lipidico da castanha de
sapucaia em comparacdo com castanha do Brasil, caju, baru e
chicha.

Castanha do Brasil, caju, baru e chichd sdo castanhas
produzidas no Brasil que apresentam alto teor de compostos bioativos.
A castanha de sapucaia, apesar de seu significativo potencial nutricional,
ainda é uma fonte alimentar subutilizada. A Tabela 2.8 mostra que a
castanha de sapucaia apresenta menor teor de lipidios do que castanha
do Brasil e maior que a castanha de caju, baru e chicha. Por outro lado, o
teor de proteina é semelhante entre todas as castanhas. A castanha de
sapucaia apresenta alto teor de fibra alimentar, semelhante a castanha de
chicha e, ainda, superior ao relatado na literatura para castanha do
Brasil, caju e baru.

Castanha de sapucaia e do Brasil sdo ricas em selénio. Na
castanha de sapucaia, o teor de Ca é superior ao da castanha de caju e
chichd, no entanto, inferior ao da castanha do Brasil e baru. Os teores de
Mg e Zn na castanha de sapucaia é menor quando comparada as demais
castanhas. Por outro lado, o conteldo de Mn é maior na castanha de
sapucaia quando comparado a do Brasil, caju e chicha.

A concentracdo de &cidos graxos saturados da castanha de
sapucaia é semelhante a castanha de caju e baru e menor que a castanha
do Brasil e chicha. O teor de 4acidos graxos monoinsaturados é
semelhante entre as castanhas. Ainda, o teor de &cidos graxos poli-
insaturados da castanha de sapucaia é maior quando comparada a
castanha de caju, baru e chicha. A castanha de sapucaia apresenta maior
teor de y-tocoferol quando comparada as demais castanhas.

Estes resultados mostram que a castanha de sapucaia apresenta
potenciais beneficios para a salide e pode ser usada para melhorar a dieta
da populacdo brasileira. Sua composi¢do nutricional e fitoquimica séo
comparaveis e, em alguns casos, melhor do que outras castanhas nativas
brasileiras, como castanha do Brasil, caju e baru.



Tabela 2.8: Variacdo da composicdo nutricional da castanha de sapucaia em comparacao as castanhas: Brasil, caju,
baru e chicha.

Pardmetros Castanha de Castanha do Castanha de caju Castanha de baru Castanha de
sapucaia* Brasil chicha

Valor energético total (kcal 100 g™) 534 — 617 643 - 710,6"° 570 - 600,23"° 502°¢ 456

Proteina (g 100 g% 15,8-19,5 14,5 - 18,58"® 18,5 - 22,674¢ 23,9° 18,5-22,34"!

Carboidrato(g 100 g™) 4,90 - 6,50 7,60 — 15,18 19,86 — 29,14¢ 15,8° 40,5

Fibra alimentar(g 100 g%) 16,5-22,6 7,94 3,7-3,92¢ 13,46 5,8-26,28""

Lipidios totais (g 100 g™ 47,9-60,8 63,5 - 67,208 46,3 - 47,79°¢ 38,2¢ 23,9-24,51!

Ca(ugg? 1057 — 1249 1460 - 1800”8 330,0 - 640,5"¢ 1400°¢ 149'

Mg (ug gt 1138 — 1740 3250 - 3650°° 2370 — 2770,0%° 1780°¢ 1327-2770"!

Mn (ug g™ 229-414 15,9 - 16,5"® 11,04 49°¢ 32,1'

Zn (ug g 10,2-20,9 35,1 —42,0%® 47,0 — 49,8°° 41°¢ 24,2-621!

Cu (ug g™ 7,00-16,9 14,0 -17,9"8 19,24 14,56 7,48-29,31!

Se (ug g™t) 26,4 46,9 11,48 - 36,1%¢ 0,0102° - -

Acidos graxos saturados (mg 100 g™') 18,8 - 23,3 24,5 -26,7°F 20,20 — 20,22 °F 18,8¢ 31,5

Acidos graxos monoinsaturados 34,2 — 45,7 29,97 — 38,6 ¢ 56,87 — 58,13 °F 53,1°¢ 40,4'

(mg100g™)

Acidos graxos poli-insaturados 32,7 —47,0 36,8 —43,0°F 21,03 - 22,22"¢ 28,0¢ 12,2

(mg100g™)

a-Tocoferol (mg 100 g™") 0,75-2,24 5,44 - 8,29 0,36 —1,48°F 5,0-7,437¢ 1,64'

y-Tocoferol (mg 100 g') 19,2-285 11,62 -14,63°¢  556-572"F 3,61-4,37¢ 011’

B —sitosterol (mg 100 g™) 92,8 -194 62,7-132,54"  111,0-176,8 63,89° 184"

Estigmasterol (mg 100 g™') 9,92 -13,2 5,5 -5,7 ¢ 0,7-11,67" 14,21F 54!

Campesterol (mg 100 g™) 8,42 -9,63 1,2-2,69°¢ 8,6 - 10,53°F 550F 18"

*Variagdo: Al, A2, A3 e B1, “Universidade Estadual de Campinas (2011), “Santos et al. (2013), “Sousa et al. (2011), "Yang
(2009), ERobbins et al. (2011), "Marques et al. (2015), ®Takemoto et al. (2001), "Fraguas et al. (2015), 'Policarpi et al. (2018).
Fonte: Adaptado de Demoliner et al. (2018).
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4. CONCLUSAO

A avaliacdo dos compostos nutricionais e bioativos da castanha
de sapucaia e seus subprodutos mostrou um potencial nutricional para
essas matérias-primas. A alta proteina, fibra alimentar e minerais
presentes na castanha e na torta de sapucaia indicam que esta matéria-
prima pode ser utilizada como ingrediente rico em nutrientes em
diferentes aplicagdes. O teor de selénio pode limitar o consumo direto da
castanha. Por outro lado, a ingestdo de Se em regifes de alta exposi¢do a
Hg pode ser importante devido ao efeito protetor contra Hg. Além disso,
as castanhas séo ricas em célcio e magnésio. O 6leo de noz de sapucaia
€ uma excelente fonte de compostos bioativos, como os acidos oléico e
linoléico, y-tocoferol e B-sitosterol, podendo ser utilizado como matéria-
prima promissora para a industria de alimentos.

Desse modo, os dados obtidos neste estudo podem ser
utilizados para estimular a producdo e consumo local deste tipo de
castanha, levando ao seu desenvolvimento econdémico.
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CAPITULO 3 - PERFIL DOS COMPOSTOS FENOLICOS E
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA CASTANHA DE SAPUCAIA
(Lecythis pisonis Cambess) E SEUS SUBPRODUTOS.

Esse capitulo foi baseado no artigo intitulado “Sapucaia nut (Lecythis
pisonis Cambess) and its by-products: A promising and underutilized
source of bioactive compounds. Part I1: Phenolic compounds profile”,
publicado na revista “Food Research International”.
(https://doi.org/10.1016/j.foodres.2018.06.050).
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CAPITULO 3 - PERFIL DOS COMPOSTOS FENOLICOS E
ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA CASTANHA DE SAPUCAIA
(Lecythis pisonis Cambess) E SEUS SUBPRODUTOS.

RESUMO

Lecythis pisonis Camb. pertence a familia boténica Lecythidaceae e é
popularmente conhecida no Brasil como “sapucaia”, arvore presente na
maioria das regides do Brasil. E uma castanha rica em écidos graxos
essenciais, proteinas, fibras alimentares e minerais. Estudos sobre o
perfil fendlico da castanha de sapucaia e a atividade antioxidante ainda
s80 escassos na literatura. Neste estudo, o perfil dos compostos bioativos
da castanha de sapucaia (Lecythis pisonis Cambess) e seus subprodutos
foram investigados. Determinou-se o perfil fenolico por LC-ESI-MS /
MS, o teor total de fendlicos, os taninos condensados e a atividade
antioxidante da castanha e casca de sapucaia. Foram identificados 14
compostos fenolicos no extrato de sapucaia, principalmente &cidos
fendlicos e flavondides. Catequina, epicatequina, miricetina, acido
elagico e acido ferllico apresentaram correlagdo significativa com a
atividade antioxidante. A casca da sapucaia continha 22 compostos
fendlicos, dos quais 13 foram quantificados. O extrato de casca de
sapucaia apresentou alto teor de compostos fenolicos totais, alto teor de
taninos condensados e alta atividade antioxidante. A maior atividade
antioxidante da casca pode estar associada a um maior teor de fendlicos.
De maneira geral, pode-se concluir que a castanha de sapucaia ¢ uma
matéria-prima rica em compostos fendlicos que apresentam alta
atividade antioxidante. A castanha e torta podem ser usados como
matéria-prima promissora para a inddstria de alimentos, enquanto as
cascas podem ser uma fonte alternativa de antioxidantes naturais. Outras
utilizagBes na industria cosmética e farmacéutica também podem ser
consideradas. (DEMOLINER et al., 2018b).

Palavras-chave: Casca da castanha de sapucaia. LC-ESI-MS/MS.
Antioxidante.FRAP. ABTS. DPPH.
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1. INTRODUCAO

Lecythis pisonis Cambess, popularmente conhecida como
“sapucaia” ou “cumbuca de macaco”, pertence a familia Lecythidaceae.
Esta castanha é oriunda da Amaz6nia brasileira e é amplamente
distribuida pelo Brasil, principalmente na Mata Atlantica e na Amaz6nia
(BRANDAO et al., 2013; VALLILO et al., 1999). A castanha e torta de
sapucaia sdo excelentes fontes de proteinas, fibras alimentares e selénio.
Por outro lado, o0 6leo de sapucaia é fonte de acidos graxos insaturados
(&cidos oléico e linoléico), y-tocoferol e B-sitosterol (DEMOLINER et
al., 2018a). Vérias partes de plantas de sapucaia, como folhas, conchas e
Oleo, também sdo usadas na medicina popular (AGRA; FREITAS;
BARBOSA-FILHO, 2007; FRANCO; BARROS, 2006; WICKENS,
1995). Efeitos antipruriginosos e a atividade antinociceptiva das folhas
de Lecythis pisonis foram relatados na literatura (BRANDAO et al.,
2013; SILVAet al., 2012).

Nos ultimos anos, diversos estudos tém investigados os
compostos fenolicos de castanhas e seus subprodutos(GOMES;
TORRES, 2016; HILBIGet al., 2018; JOHN; SHAHIDI, 2010;
ROBBINSet al., 2015). Os compostos fenolicos, incluindo flavonoides,
acidos fenolicos, taninos, estilbenos, lignanas e aldeidos fendlicos
desempenham um papel importante na sadde humana, principalmente
devido as suas propriedades antioxidantes (TAS; GOKMEN,
2017).Diversos estudos relataram que a atividade antioxidante dos
compostos fendlicos esta associada & protecdo contra doengas como
diabetes, céancer, hipercolesterolemia e doencas cardiovasculares
(ALASALVAR; BOLLING, 2015; HILBIGet al., 2018; KALIORAet
al., 2014; SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015). Por outro lado, devido
a capacidade dos compostos fenolicos de capturar os radicais livres,
castanhas e seus subprodutos tém recebido aten¢do dos consumidores,
cientistas e da industria de alimentos, pois podem fornecer uma fonte
natural alternativa de antioxidantes naturais, que podem ser usados para
substituir antioxidantes sintéticos (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN,
2015).

A castanha de sapucaia e seus subprodutos é uma matéria-prima
pouco conhecida e subutilizada. Estudos sobre compostos fenoélicos e
atividade antioxidante da castanha de sapucaia e seus subprodutos ainda
sd0 escassos na literatura. Portanto, o uso desta castanhana dieta pode
ser considerado uma alternativa para melhorar a dieta da populacdo
brasileira. Ainda, os seus subprodutos podem ser utilizados como fonte
alternativa de antioxidantes naturais. Com base nesse contexto, com o
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intuito de divulgar as potencialidades fendlicas e antioxidantes da
castanha de sapucaia e seus subprodutos, o objetivo desta pesquisa foi
identificar e quantificar os compostos fenolicos dos extratos obtidos a
partir da castanha e casca de sapucaia por LC-ESI-MS/MS e, avaliar sua
atividade antioxidante.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Amostras

As castanhas de sapucaia (Lecythis pisonis Cambess)
provenientes de Teresina, Piaui, Brasil (amostras Al, A2 e A3) foram
fornecidas pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
(EMBRAPA Meio-Norte). As amostras de castanhas de sapucaia
provenientes de Vicosa, Minas Gerais, Brasil (amostra B1) foram
fornecidas pela Universidade Federal de Vigosa. Cerca de 600 g de cada
amostra foram obtidos. Todas as mostras foram coletadas em outubro de
2016.

2.2. Reagentes quimicos

Reagente fenol Folin-Ciocalteau, acido galico, vanilina, (+) -
catequina hidratada, ABTS [&cido 2,2-azino-bis- (3-etilbenzotiazolino-
6-sulfénico)], DPPH (2,2-difenil-1  -piciril-hidrazil), 2,2-2,4,6-
tripiridiltriazina (TPTZ) e Trolox foram obtidos da Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EUA). Solucdo estoque (1000 mg L™ em metanol a 100%)
de padrdes de fenodlicos ultra-puros (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) foram preparados e armazenados em freezer (foram usados para
preparar as curvas de calibracdo de compostos fendlicos usando a
diluigdo apropriada da mistura). Todos 0s outros reagentes quimicos e
solventes utilizados no experimento foram de grau analitico (PA) e
obtidos da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil) e da Sigma-Aldrich
(Darmstadt, Alemanha).

2.3. Obtencdo dos extratos
2.3.1. Obtencdo da farinha de sapucaia e do p6 da casca de sapucaia

As castanhas e cascas de sapucaia foram secadas,
separadamente, a 40 °C por 60 min em estufa com circulagdo de ar
(modelo 400 / D, Nova Etica®, Vargem Grande Paulista, Brasil) para
reduzir sua umidade. Em seguida, as amostras foram moidas utilizando
um moinho de laboratério analitico (modelo Q298A, Quimis®,
Diadema, Brasil) e peneiradas em peneira de 60 mesh. As castanhas e as
cascas foram desengorduradas com hexano (1:20 m / v, 30 min X 3) em
um agitador mecanico (modelo TE-139, Tecnal®, Piracicaba, Brasil) a
uma temperatura ambiente de 22 °C. As amostras desengorduradas
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foram secas ao ar até a evaporacao total do solvente e armazenadas em
frascos ambar com uma atmosfera de nitrogénio a -24 °C para a
preparacdo dos extratos (PRADO et al., 2009).

2.3.2. Extracdo sequencial (Teste preliminar)

Para determinar o melhor solvente na extragdo dos compostos
fenodlicos da castanha e casca, foram realizadas extra¢fes sequenciais de
acordo com Jardini; Mancini Filho (2007) e Prado et al. (2009), com
modificagBes. Foram utilizados cinco solventes em ordem crescente de
polaridade (éter etilico, acetona, etanol, metanol e agua destilada). As
extracdes foram realizadas na proporcéo de 1:20 m/v. As amostras em
(farinha da castanha e p6 da casca) foram homegeneizadas,
separadamente, em agitador magnético (modelo TE-0852, marca
Tecnal®, Piracicaba, Brasil) durante uma hora e em seguida, filtrados a
vacuo em papel filtro (marca Whatman 541, 125 mm) com auxilio de
uma bomba a vacuo (modelo 132, marca Prismatec™, Itu, Brasil). O
volume do filtrado foi completado com o solvente até 50 mL, mantendo
a propor¢do 1:20 m/v, armazenados em frasco &mbar, com atmosfera de
nitrogénio a -24 °C para analises de compostos fendlicos totais. Os
residuos da extracdo sequencial, ap6s cada etapa de extracdo, foram
secos em estufa com circulacdo de ar a 40 °C até a evaporacdo completa
do solvente e submetidos a extracdo subsequente. Com este teste obteve-
se agua destilada como melhor solvente de extragdo de compostos
fendlicos totais da castanha de sapucaia e metanol:4gua (80:20) para
casca de sapucaia.

2.3.3. Extracéo assistida por ultrassom

Com base nos resultados preliminares da extracdo sequencial,
os solventes que melhor extrairam os compostos fenolicos totais da
castanha e casca de sapucaia foram utilizados para a extracdo assistida
por ultrassom. Para a obtencdo do extrato da castanha e da casca de
sapucaia foi utilizado um dispositivo de banho ultrassom (EGS 5HD, 40
kHz, 300 W, Enge Solutions®, Sdo Paulo, Brasil). As amostras da
farinha de castanha de sapucaia (1 g) e o p6 da casca de sapucaia (1 g)
foram colocadas em frascos de Erlenmeyer, e adicionados 30 mL do
solvente apropriado (dgua para amostras de castanha e metanol: &gua -
80: 20 para amostras de casca). Em seguida, as amostras foram
sonicadas a 80 °C por 60 min em um banho de limpeza
ultrassnico. Ap6s sonicacdo, os extratos foram filtrados com filtro de
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papel (Whatman no 541, 125 mm) e armazenados em frascos ambar sob
atmosfera de nitrogénio a -24 °C para posteriores analises. As condicGes
operacionais para obtencéo dos extratos de castanha e casca de sapucaia
foram com base no método relatado por Hilbig et al. (2018).

2.4. ldentificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos por LC-
ESI-MS/ MS

2.4.1. Preparo das amostras

A preparacdo das amostras foi realizada seguindo a
metodologia descrita por Schulz et al. (2015), com algumas
modificacdes. Uma aliquotas de 1 mL da solucdo do extrato foi
misturada com 5 mL de metanol HPLC (99,9%) e 5 mL de é&cido
cloridrico e submetidas a hidrélise acida em estufa (modelo 400 / D200
°C, New Ethics®, Sdo Paulo, Brasil) a 85 °C por 30 min. A solucéo foi
ajustada para pH 2 usando NaOH (6 mol. L™*). Em seguida, realizou-se a
extracdo por particdo (trés vezes) com 10 mL de éter etilico, seguida de
centrifugacao a 3000 g por 10 min. Os sobrenadantes foram combinados
e 0 solvente orgénico foi removido usando um evaporador rotativo
(modelo 558, Fisatom®, Sao Paulo, Brasil). O extrato seco foi dissolvido
em 1 mL de metanol e diluido 10 vezes com metanol agua (70:30, v/v)
para injecdo no sistema LC-ESI-MS/MS.

2.4.2. Andlise dos compostos fendlicos por LC-ESI-MS/MS

A identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos foram
realizadas utilizando um sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (LC) (modelo 1200 Series, Agilent Technologies®,
Waldbronn, Alemanha), de acordo com o método relatado por Schulz et
al. (2015). A separacdo dos analitos foi realizada numa coluna Synergi
™ Polar-RP 80 A (tamanho de particula de 4,0 um, 150 mm, didmetro
interno de 2,0 mm, Phenomenex, EUA) usando um Cartuchos
SecurityGuard Polar-RP 80A (4,0 pm x 2,0 mm, Phenomenex, EUA).
As fases moveis foram misturas de metanol a 95% e &gua a 5% (v/v)
(canal A) e agua e acido férmico a 0,1% (v/v) (canal B). A separacéo foi
realizada a 30 °C, utilizando elui¢do gradiente segmentada como: 0 - 5
min, 10% A; 5 a 7 min, 90% A; 7 a 10 min, 90% A; 10-17 min, 10% A.
Entre as analises, a coluna foi condicionada por 5 min com a propor¢éo
da fase mével inicial. O fluxo de fase mével foi de 250 pL min' e a
quantidade de amostra injetada foi de 10 pL.
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O sistema LC foi acoplado a uma espectrometria de massa com
analisador triploquadrupolo e ion trap linear modelo Q Trap 3200
(Applied Biosystems/MDS Sciex, Canada). O espectro de massa foi
operado em modo de ionizacdoo negativa de electrospray
TurbolonSpray™  (Applied Biosystems/MDS Sciex, Canad4). Os
pardmetros MS/MS foram: agulha capilar, mantida a —4500 V; gas de
cortina, 10 psi; temperatura, 400 °C; gas 1, 45 psi; gas 2, 45 psi; gas
CAD, médio. Outros parametros para: DP - Potencial de Desagregacao;
EP - Potencial de Entrada; CEP - Potencial de Energia de Colisao; CE -
Energia de Colisdo; CXP — Potencial de saida da célula de clisdo. Os 49
padroes de compostos fenolicos testados e os pardmetros da
espectrometria de massas estdo descritos no ANEXO A. O software
Analyst versdo 1.5.1 foi utilizado para o controle do sistema LC-ESI-
MS/MS e anélise de dados. A identificacdo dos compostos fendlicos por
LC-MS/MS foi realizada comparando os tempos de retencdo e 0S
espectros de massa dos picos desconhecidos com os dos padrfes. Os
resultados de concentracdo dos compostos fendlicos nas amostras foram
expressos em mg.g™* de extrato de castanha e casca seca.

2.5. Determinacéo de compostos fenolicos totais (FT)

Os FT foram determinados pelo método de Folin-Ciocalteau
(PRADO et al., 2009; SINGLETON; ROSSI, 1965), com algumas
modificaces. Para a reacdo de oxidagdo, uma aliquota de 0,1 mL da
solucdo do extrato (0,033 g mL™) foram transferidas para baldo
volumétrico de 10 mL. Em seguida, 0,5 mL de reagente de Folin-
Ciocalteau e 1,5 mL de carbonato de sédio saturado (75 g L™) foram
adicionados, e o volume de cada frasco foi completado com &agua
destilada, agitado e deixado no escuro a temperatura ambiente por 2 h. A
absorbancia da solucdo foi medida a 764 nm em espectrofotdmetro (SP
2000 UV, Bel Photonics®, Piracicaba, Sd0o Paulo, Brasil) e
correlacionada a uma curva de calibracdo do acido galico (50 a 1000 mg
L™). A anélise foi realizada em triplicata e os resultados foram expressos
em equivalente de 4cido galico (mg GAE g ') em peso seco.

2.6. Determinacéo da atividade antioxidante
2.6.1. Método FRAP

O ensaio de FRAP foi realizado de acordo com o método
descrito por Benzie; Strain (1996) e Arnous; Makris; Kefalas (2002),
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com modificagdes. O método baseia-se na reducdo de um complexo
férrico 2,4,6-tripiridil-s-triazina (Fe3+ - TPTZ) por antioxidantes na
forma ferrosa (Fe*'- TPTZ). Uma aliquota de 0,2 ml da solucdo do
extrato (0,033 g ml™) e 0,2 mL de FeCl; (3 mmol L™ em 5 mol L™4cido
citrico) foram misturados em um tubo e incubados por 30 min em
banho-maria a 37 °C. Em seguida, foram adicionados 3,6 mL de solugéo
de TPTZ (0,0780 g diluidos em 250 mL de HCI 0,05 M) e a solucédo
resultante foi homogeneizada em agitador de tubos e mantida em banho
de gelo por 10 min. A absorbancia (620 nm) foi medidaem um
espectrofotdmetro (SP 2000 UV, Bel Photonics®, Piracicaba, So Paulo,
Brasil). A curva padrdo Trolox (20-1000 puM) foi utilizada para
quantificar os resultados, que foram expressos em pmol TEAC g 'em
peso seco (umol capacidade antioxidante equivalente em Trolox g~ de
amostra).

2.6.2. Método ABTS

O ensaio ABTS [2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolino-6-
sulfénico)] foi realizado de acordo com Re et al. (1999) com algumas
modificagbes. O radical ABTS" (7 mM — 0,03836 g ABTS dissolvido
em 10 mL de &gua desionizada) foi misturado com 10 mL de solucédo de
persulfato de potéssio (2,45 mM — 0,0331 g de persulfato de potassio
dissolvido em 25 mL de 4&gua desionizada), homogeneizado e
armazenado por 12-16 h a temperatura ambiente na auséncia de luz. A
solucdo de radical ABTSfoi diluida em etanol para alcangar um valor de
absorbancia de (0,70 £ 0,02) a 734 nm. O radical ajustado apresentou
Ay. Foram adicionados 20 pL da amostra (0,033 g mL™) e 980 pL de
solucdo ABTS em tubos de ensaio, e ap6s 6 min a absorbancia foi
medidaem um espectrofotémetro (SP 2000 UV, Bel Photonics®,
Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) a 734 nm, em cubeta de vidro de 1 mL,
obtendo-se As. A percentagem de inibi¢éo radical foi calculada usando a
seguinte equacao:% de inibicao radical = (1 - AdAg) x 100, onde, “Agy” é
a absorbancia inicial e “As” é a absorbancia final. Uma curva padréo da
solucdo estoque Trolox (190, 390, 590, 790 ¢ 1000 pmol mL™") foi
usada para quantificar os resultados. Os resultados foram expressos em
umol TEAC g 'em peso seco (umol capacidade antioxidante equivalente
em Trolox g~ da amostra).

2.6.3. Método DPPH
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O ensaio do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) foi realizado de
acordo com Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995), com
modifica¢Bes, conforme descrito por Mensor et al. (2001) e Prado et al.
(2009). Inicialmente, uma aliquota de 2,9 mL de solugdo de DPPH (0,1
mM - 0,03943 g de DPPH dissolvido em 10 mL de etanol) foi
transferida para tubos de ensaio contendo 0,1 mL de extrato (0,033 g
mL™). As amostras foram mantidas na auséncia de luz por 30 min e, em
seguida, a absorbancia foi medida com um espectrofotémetro (SP 2000
UV, Bel Photonics®, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil) a 515 nm. A
percentagem de inibicdo de radical foi calculada usando a seguinte
equacdo: % de inibicdo radical = (1 - A#A) x 100, onde “Ay” é a
absorbancia inicial e “As ” € a absorbancia final. Uma curva padrao da
solucéo estoque Trolox (80, 160, 320, 640 ¢ 1280 pmol mL™) foi usada
para quantificar os resultados. Os resultados foram expressos em pmol
TEAC g 'em peso seco (umol capacidade antioxidante equivalente de
Trolox g ' de amostra).

2.7. Determinacéo de taninos condensados (TC)

A determinacdo dos taninos condensados foi realizada de
acordo com o método descrito por Price; Van Scoyoc; Butler (1978) e
adaptado por Villarreal-Lozoya; Lombardini; Cisneros-Zevallos (2007).
Uma aliquota de 1 mL da solucdo do extrato (0,033 g mL™)
foiadicionada em dois tubos de ensaio separados (um para a amostra e
um para a solugdo do branco). Em seguida, adicionaram-se 5 ml de
reagente de vanilina (0,5 g de reagente e 200 ml de HCI a 4% em
metanol) a cada amostra e adicionou-se HC1 a 4% em metanol a solucéo
do branco. Os tubos de ensaio foram mantidos na auséncia de luz por 20
min e a absorbancia foi medida a 500 nm em um espectrofotémetro (SP
2000 UV, Bel Photonics®, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil). Utilizou-se
uma curva padrdo de solucdo de catequina (0, 10, 37,5, 75, 150, 300,
600 e 1200 mg L™) para quantificacdo e os resultados foram expressos
em equivalente de catequina (mg CE g™*) em peso seco.

2.8. Andlise estatistica

A distribuicdo normal e a homocedasticidade dos dados foram
avaliadas pelos testes de Brown-Forsythe. A andlise de variancia
(ANOVA) e o teste de Tukey para comparacdo das médias em um nivel
de significancia de 5% (p <0,05) foram realizados utilizando o programa
Statistica®13.3 (TIBCO, Palo Alto, CA, USA).Correlages entre a



117

capacidade antioxidante e o teor fendlico das amostras foram realizadas
pelo teste de Pearson. Todas as analises foram realizadas em triplicata e
os resultados expressos como média + desvio padrdo (DP).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Perfil fenolico por LC-ESI-MS/MS
A Tabela 3.1 mostra os limites de detec¢cdo e quantificacéo,

assim como os tempos de retencédo, a equacdo da curva e o coeficiente
de determinacdo obtidos a partir da analise dos compostos fendlicos.



Tabela 3.1: lon precursor, fon quantitativo, tempo de retencéo, limite de deteccdo (LOD), limite de quantificacio
(LOQ), equacdo da curva e coeficiente de determinacdo (R2) dos compostos fendlicos identificados nas amostras
de castanha e casca de sapucaia.

Compostos fenélicos [M-H]/ fon quantitativo Tempode LOD LOQ Equagcéo da curva Coeficiente de
(m/z) retencéo (mgLh*  (mg Lhy** determinagéo
(min.) (R?)
Acido Galico 168,8/124,1 3,98 0,023 0,076 y = 52947x - 6035 1,0000
Acido Protocatecuico 153,0/109,0 6,65 0,006 0,021 y = 1000000x + 7910 1,0000
Epigalocatequina 304,8/124,9 8,15 0,062 0,205 y =70852x - 11230 0,9985
Catequina 288,8/120,3 8,82 0,009 0,029 y = 13524x + 9,562 0,9980
Acido 4 —hidroximetilbenzdico 150,8/104,2 8,84 0,042 0,140 y = 40688x + 1577 0,9999
Epicatequina 288,9/122,3 9,41 0,032 0,107 y = 14791x + 392,3 0,9990
Acido Vanilico 166,8/148,5 9,65 0,011 0,036 y = 14256x + 4519 0,9996
Acido Siringico 196,8/119,6 10,01 0,009 0,032 y =89117x + 796,5 1,0000
Epicatequina galato 441,6/168,9 10,13 0,038 0,126 y = 12541x + 38,93 0,9998
Vanilina 150,8/132,8 10,42 0,014 0,048 y = 37874x — 280,3 0,9999
Acido p-coumarico 163,0/119,0 10,46 0,001 0,005 y = 3000000x + 0,9987
2534,5
Taxifolina 302,8/120,7 10,70 0,006 0,019 y = 48429x — 39,69 0,9990
Acido feralico 192,8/129,7 10,73 0,005 0,017 y = 39798x + 4065 0,9998
Quercetina 301,0/149,3 10,84 0,006 0,022 y = 47636x + 78,64 0,9968
Acido sinapico 222,8/161,6 10,87 0,006 0,021 y = 81369x + 1409 1,0000
Acido salicilico 136,9/91,1 10,99 0,005 0,017 y =5000000x + 7550 0,9987
Miricetrina 316,9/150,6 11,24 0,200 0,680 y = 24750x - 14041 0,9997
Aromadendrina 286,8/123,9 11,29 0,002 0,007 y = 1000000x + 2991 0,9980
Sinapaldeido 206,9/174,4 11,39 0,002 0,009 y = 58654x — 925,8 0,9990
Acido Elagico 300,8/142,5 11,71 0,013 0,044 y =19867x + 695,4 0,9990
Campferol 284,8/62,6 12,34 0,013 0,446 y =13276x + 148,4 0,9980
Naringenina 270,8/150,2 12,37 0,001 0,003 y =1000000x — 31,99  0,9970

*Razdo sinal/Ruido. **Niveis de Concentracéo.
Fonte: Adaptado de Demoliner et al. (2018b).
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Foram identificados 14 compostos fendlicos nos extratos de

castanha de sapucaia, sendo sete acidos fendlicos, seis flavondides, e um
aldeido fendlico (Tabela 3.2). A miricetrina e 0s &cidos vanilico,
ferdlico e elagico foram os principais compostos quantificados em todas
as amostras de sapucaia. Por outro lado, a catequina foi quantificada nas
amostras Al e B1 e epicatequina apenas na amostra A1l. Na amostra A1,
a concentragdo de &cido elagico, miricetrina, e catequina foram
significativamente maior (p<0,05) quando comparado com as amostras
A2, A3 e Bl.
Foram identificados 22 compostos fendlicos nos extratos de casca de
sapucaia, correspondendo a dez &cidos fendlicos, dez flavondides e dois
aldeidos fendlicos. Os éacidos galico, protocatecuico, vanilico, feralico e
elagico, epigalocatequina, catequina, epicatequina, taxifolina,
miricetrina e vanilina foram quantificados em todas as amostras. O
campferol foi quantificado apenas nas amostras Al, A3 e Bl.
Aromadendrina foi quantificada apenas nas amostras Al e Bl. A
catequina foi o composto fendlico mais abundante encontrado na casca
de sapucaia.

Embora os compostos fenélicos também tenham sido relatados
para outras castanhas comestiveis, como a castanha do Brasil, de caju,
debaru, noz pecan e castanha de chicha, ndo foi relatado na literatura
para as castanhas de sapucaia (Tabela 3.3). Tanto a sapucaia quanto a
noz pecan apresentam uma grande variedade de compostos fendlicos, no
entanto, o perfil dos compostos fenolicos é diferente para essas
matérias-primas. Entre os 22 compostos fendlicos quantificados em noz
pecan, apenas os acidos galico, elagico, siringico, e a catequina também
foram identificados na noz de sapucaia (ROBBINS et al., 2015 ). Para a
castanha do Brasil, caju e de baru foi relatada uma menor variedade de
compostos fendlicos, provavelmente devido as diferencas entre o
preparo da amostra e a metodologia analitica utilizada nesses estudos
(GOMES;  TORRES, 2016; JOHN; SHAHIDI, 2010;
CHANDRASEKARA,; SHAHIDI, 2011a; LEMOS et al., 2012).

No ANEXO B e C estdo os cromatogramas representativos das
amostras de casca e castanha de sapucaia, respectivamente.
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Tabela 3.2: Contetido de compostos fenélicos identificados (mg g de extrato seco) em castanha e casca de

sapucaia.
Compostos fendlicos Amostras (mg g?)
Al A2 A3 B1
Castanha Casca Castanha Casca Castanha Casca Castanha Casca
Acido fenolico
.- - 0,453 + 0,338 £ 0,149 + 0,366 +
Acido gélico <LOQ 0,040° <LOQ 0,004 <LOQ 0,007% <LOQ 0,006
Acido Protocatecuico ) 0,040 = ) 0,032 £ ) 0,020 + ) 0,048 +
0,006" 0,003 0,003* 0,014
Acido 4
hidroximetilbenzéico ) <LoQ ) <LoQ ) <LoQ . <LoQ
Acido vanilico 0,032 + 0,443 + 0,037 = 0,326 + 0,039 + 0,454 + 0,045 £ 0,075 +
] 0,001° 0,042% 0,006* 0,040% 0,002 0,026" 0,014° 0,0218
Acido siringico <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Acido p-coumérico - <LOQ - <LOQ - <LOQ - <LOQ
Acido ferdlico 0,014 + 0,043 + 0,011 + 0,025 + 0,023 + 0,038 + 0,018 £ 0,027 +
] 0,013° 0,010% 0,001° 0,010* 0,006° 0,002 0,006° 0,001%
Acido sinapico <LOQ <LOQ - <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ -
Acido salicilico <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Acido eladico 0,065 + 0,386 = 0,024 + 0,180 + 0,021 + 0,350 = 0,021 + 0,410 +
9 0,001° 0,047 0,003° 0,031® 0,003° 0,056 0,002° 0,023
Flavonoides
. . 0,169 0,031 + 0,027 + 0,061 +
Epigalocatequina <LOQ 0.036" <LOQ 0,0012 <LOQ 0,0017 <LOQ 0,007
. 0,144 + 3,995 + 2,572+ 4,692 + 0,023 £ 3,606 +
Catequina 0,023 0,204%® <LoQ 0,410° <LoQ 0,637 0,011° 0,488"
. . 0,022 + 1,338 £ 0,611 + 1,010 + 0,795+
Epicatequina 0,005 0,142" <LOD 0,193° <Lob 0,0518 <LoQ 0,213
Epicatequina Galato - <LOQ - <LOQ - <LOQ - <LOQ
- 0,191 + 0,088 + 0,043 + 0,171+
Taxifolina <LoQ 0,003* - 0,043 - 0,001% <LoQ 0,028"



Quercetina <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

Miricetrina 0,047 + 0,045 + 0,019 + 0,031 0,021 + 0,041 + 0,032 + 0,074 +
0,005 0,001* 0,001° 0,005* 0,002° 0,010* 0,002° 0,020*

. + +

Aromadendrina - %%%32; - <LOQ - <LOQ - %%%41;

0,039 + 0,010 + 0,036 +

Campferol - 0,002% - <LoQ - 0,0058 - 0,006*
Naringenina - <LOQ - <LOQ - <LOQ - <LOQ

Aldeido fenol

Vanilina i 0,015 + i 0,025 + i 0,032 + i 0,010

0,003* 0,001* 0,016* +0,0017

Sinapaldeido <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

Al, A2, A3: amostras do Piaui. B1: amostras de Minas Gerais. Média + DP (n = 3). *"Mesma letra mindscula na mesma
linha ndo diferem significativamente (Teste de Tukey, p<0,05) entre os extratos de castanha de sapucaia. “°Mesma letra
mailscula na mesma linha ndo diferem significativamente (teste de Tukey, p <0,05) entre os extratos de casca de sapucaia. -:

<LOD (limite de detec¢éo). LOQ: Limite de quantificacéo.
Fonte: Adaptado de Demoliner et al. (2018b).
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Tabela 3.3: Perfil fendlico dacastanha do Brasil, caju, baru, noz pecan e castanha de chicha e seus subprodutos
(pele e casca dura).

174"

Compostos fenolicos Unidade Castanha/Noz Subproduto Referéncias
(pele/casca
dura)
Castanha do Acido galico mg kg™ 70,0 Gomes; Torres (2016)
Brasil
Acido protocatectico 207
Catequina 421
Acido p-Hidroxibenzdico 151
Acido2,4-Dihidroxibenzoico 168
Acido p-Coumarico 136
Acido Sinapico 124
Acido gélico ng g’ 82,07, 52,0° 2942 1639° John; Shahidi (2010)
Acido protocatectico 120 33,0 8842 1320°
Catequina 25,0 2875°
Acido Vanilico 35,0% 9,0° 58,0% 285"
Acido Elégico 11,0 15,0° 1302 77,0
Taxifolina - 1237, 333
Quercetina - 28,0°
Castanha de caju ~ Acido galico mgg’ 0,11 0,36 Chandrasekara; Shahidi
(2011a)
Siringico 0,61 2,51
Acido p-coumérico 0,10 0,25
Catequina 11,7 47,3
Epicatequina 7,43 28,3
Epigalocatequina 4,46 2,01
Castanha de Acido p-Coumérico ing 100g" 14,3% 2,60 Lemos et al.(2012)

Baru



Acido Elagico 8,50, 2,80"

Acido Caféico 6,30°, 1,80"

Acido Galico 224°, 133"

Acido Hidroxibenzoico 2,30°, 0,30f

Catequina 87,2¢,20,3"

Acido Ferdlico 45,4%,9,60"

Epicatequina 23,9°, 8,0

Noz pecan Acido Caféico ug g’ 6,74% 6,70° Robbins et al. (2015)

Acido Galico 13,6%, 79,05,
45,4

Acido carboxilico de 5,20%

brevifolina

Dilactona &cido val6nico 9,45%, 109°, 262¢

Pentose de Acido Elagico 9,302

Acido Elagico 132° 119, 103°

Acido Elagico Metila 7,40%

Pentose de galloyl de &cido 4,40°

elagico

Pentose de Aacido elagico 8,50%

metilico

Pentose de galloyl de 4cido 4,20°

elagico

Acido dimetilico elagico 3,10

Acido protocatectico 21,0°

Acido p-hidroxibenzéico 48,0, 30,9¢

Acido Sinapoylquinic 14,0°

Acido Metilelagico 7,0

Derivado de 4cido elagico 7,0°

Acido Gélico 86,2¢

GetT



Catequina 82,3¢
Derivado de Ellagitannin 24,0°
Derivado de acido siringico 8,0¢
Acido Galico mgg? 1289, 138" Hilbig et al. (2018a)
Acido Protocatecuico 2,279, 3,30"
Acido Mandélico 0,629
Epigalocatequina 2,389, 4,73"
(+) Catequina 2609, 352"
Acido clorogénico 0,159, 0,15"
(-) Epicatequina 24,99, 24 4"
Acido Vanilico 6,929, 9,01"
Acido siringico 0,599, 0,90"
Epicatequina Galato 0,299 0,73"
Fustina 0,029, 0,10"
Vanilina 0,149 0,10"
Acido p-coumarico 0,089, 0,14"
Taxifolina 3,999, 5,60"
Acido Ferilico 0,16¢ 0,31"
Acido Rosmarinico 0,019, 0,01"
Quercetina 0,269 0,28"
Acido salicilico 0,05¢, 0,08"
Miricetrina 12,3, 58,3"
Acido Elagico 11,67 36,3"
Eriodictiol 0,129, 0,12"
Naringenina 0,059, 0,08"
Castanha de Acido elagico mg.100g" 4,87 4,61° Policarpi et al. (2018a)
chicha !
Acido ferulico 211! 0,57°¢
Acido rosmarfnico 0,02 0,01°¢
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Acido salicilico 0,04' 0,016
Acido vanilico 0,32' 0,37°¢

Catequina 0,44 -
— nao detectado. “Fendlicos livres. "Fendlicos ligados. ‘Ester-linked. “Ligado a glicosideos.®Baru com pele.'Baru sem pele.

9Extrato aquoso da casca de noz pecan. "Extrato hidroalcodlico da casca de noz pecan. 'Extrato aquoso da castanha de chicha.
‘Extrato aquoso da casca de chicha.
Fonte: Adaptado de Demoliner et al. (2018b).
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A casca da castanha de chicha e a pele da castanha do Brasile
de caju apresentaram uma menor variedade de compostos fendlicos
identificados quando comparado a casca da castanha de sapucaia
(POLICARPI et al., 2018; CHANDRASEKARA; SHAHIDI, 2011a;
JOHN; SHAHIDI, 2010) (Tabela 3.3). Além disso, dos 29 compostos
fendlicos identificados na casca da noz pecan, 16 foram identificados na
casca de sapucaia. Entre eles, epigalocatequina, epicatequina, vanilina,
taxifolina e &cido ferulico apresentaram maior teor na casca de sapucaia
(HILBIG et al., 2018a).

Alimentos contendo polifendis, incluindo castanhas e nozes,
podem trazer vérios beneficios a salde relacionados a atividade
antioxidantes. O potencial mecanismo dos efeitos protetores dos
compostos fendlicos tem sido amplamente relatado na literatura
(CROFT et al., 2018; LORENZO; MUNEKATA, 2016; SHAHIDI;
AMBIGAIPALAN, 2015; SUZUKI-SUGIHARA et al., 2016). Um
achado importante deste estudo foi a presenca em altas concentra¢Ges de
acidos fendlicos em amostras de sapucaia. Estudos comprovaram que a
administracdo oral de A&cido elagico, um dos &cidos fendlicos
encontrados na castanha de sapucaia, apresenta efeito anti-inflamatério
(ROSILLO et al., 2012 ), neuroprotetor (BUSTO et al., 2018 ), e anti-
cancer (LARROSA; TOMAS-BARBERAN; ESPIN, 2006 ). Por outro
lado, estudos experimentais com ratos e camundongos mostraram a
eficacia do acido vanilico no tratamento de doencas do figado (ITOHet
al., 2009 ),doencas cardiovasculares (PRINCE; RAJAKUMAR;
DHANASEKAR, 2011) e efeito benéfico sobre colite ulcerativa (KIMet
al., 2010). A presenca de diferentes compostos fendlicos na sapucaia
ressalta a importancia da incorporagéo desse tipo de castanha na dieta,
pois pode trazer diversos beneficios para a salde, como indicado em
varios estudos.

Subprodutos de castanhas, como a casca, tém sido
tradicionalmente usados para alimentar o gado e como matéria-prima na
geracdo de energia. No entanto, varios estudos relataram uma alta
atividade antioxidante em extratos obtidos a partir do subproduto de
castanhas, indicando que eles podem funcionar como antioxidantes
naturais e fontes funcionais de ingredientes alimentares (JOHN;
SHAHIDI, 2010; CHANDRASEKARA; SHAHIDI, 2011b; RIBEIROet
al., 2017; HILBIG et al., 2018a; HILBIG et al., 2018b). Por exemplo,
extratos de casca de noz pecan podem ser usados como um produto
natural para substituir o BHT (antioxidante sintético) na margarina
(RIBEIRO et al., 2017). Em outro estudo recente, HILBIG et al.
(2018b) relataram que o0s extratos aquosos da casca da noz
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pecanapresentaram atividade antitumoral contra células de cancer de
mama humano MCF-7, diminuindo a viabilidade das células,
aumentando a morte celular por apoptose e interrompendo o ciclo
celular. Os autores concluiram que os compostos fendlicos presentes nos
extratos da casca da noz pecan podem explicar a atividade antioxidante
e o efeito contra o desenvolvimento de células tumorais.

3.2. Compostos fenolicos totais (FT), taninos condensados (TC) e
capacidade antioxidante

A Tabela 3.4 mostra a FT, TC e a capacidade antioxidante
(FRAP, ABTS e DPPH) dos extratos de castanha e casca de sapucaia.
OsFT do extrato de castanha foram significativamente (p <0,05) maior
na amostra Bl. Essa diferenga pode estar relacionada a fatores
ambientais e agronémicos que desempenham papéis importantes na
composicdo fendlica (JOHN; SHAHIDI, 2010). Estudos sobre
compostos fendlicos na castanha de sapucaia ainda sdo escassos.
Teixeira et al. (2018) relataram valores de FT de 1,59 e 1,25 mg GAE
100 g™* para o 6leo de castanha de sapucaia extraido por Bligh & Dyer e
por Soxhlet, respectivamente. Os FT no extrato de casca de sapucaia foi
significativamente (p <0,05) maior na amostra Al. Esses resultados
foram superiores aos relatados por Ferreira et al. (2014) para extrato
etandlico de casca de sapucaia (0,88 mg GAE g™).
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Tabela 3.4: Compostos fenolicos totais (FT), capacidade antioxidante (FRAP, ABTS e DPPH) e taninos condensados
(TC) em extratos de castanha e casca de sapucaia (peso seco).

Amostras  FT (mg GAEgY)  TC (mg CEg?) Atividade antioxidante

FRAP (umol TEACgl)  ABTS (umol TEACg?)  DPPH (umol TEAC g?)

Castanha

Al 34,02 £0,37° - 19,38 + 1,04° 48,13 £ 0,27° Nd

A2 29,03 £0,19° - 15,82 +0,78° 34,15 + 0,18 Nd

A3 34,52 +0,76° - 15,82 +1,76" 39,28 +0,43° Nd

B1 41,34 +0,25° - 18,35 + 0,58% 41,34 +0,25° Nd

Casca

Al 377,64 +1,32° 123,81 +1,74* 13652 + 3,35 196,91 + 0,172 140,88 + 1,19°
A2 347,89 +1,91° 91,99 + 1,59¢ 1369,8 + 2,09° 196,12 + 0,78° 139,11 +2,32%
A3 349,86 + 1,56° 105,28 +0,48° 13625 + 3,19 197,70 £ 0,172 140,03 + 1,017
B1 350,35 + 0,53° 115,66 +0,18°  975,9 +2,53" 193,45 + 0,89° 135,14 + 0,83°

Al, A2, A3: amostras do Piaui. B1: amostras de Minas Gerais. Média + DP (n = 3) Nd: ndo determinado. -: ndo detectado. As
mesmas letras na mesma coluna ndo diferem significativamente (teste de Tukey, p <0,05) para cada extrato. TC: taninos
condensados. FT: fendlicos totais. GAE: equivalente de acido galico. TEAC: capacidade antioxidante equivalente em Trolox. CE:
equivalente de catequina.

Fonte: Adaptado de Demoliner et al. (2018Db).
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Os resultados mostraram alto teor de taninos condensados na
casca da sapucaia. Os taninos sdo encontrados principalmente na casca
de frutos e sementes, onde desempenham um papel importante no
sistema de defesa da castanha, protegendo-a de danos oxidativos
(SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015).

Diferentes métodos tém sido utilizados para avaliar a
capacidade antioxidante em alimentos e os principios e as condi¢Ges
experimentais diferem entre os estudos publicados (MA et al., 2011;
FLOEGEL et al.,, 2011). Por outro lado, os antioxidantes podem
apresentar diferentes mecanismos de agdo. Portanto, é necessario mais
de um ensaio para determinar com precisdo a capacidade antioxidante
em uma matriz ou sistema complexo.

O mecanismo de reacdo envolvido no ensaio FRAP baseia-se na
reducdo do complexo férrico (Fe**) para o complexo ferroso (Fe**) sob
condi¢des de pH acido (pH 3,6) (SHAHIDI; ZHONG, 2015). A
capacidade dos extratos de castanha de sapucaia reduzirem Fe** para
Fe?" no ensaio FRAP foi significativa (p <0,05) maior nas amostras Al
e B1. Ainda, a maior capacidade antioxidante para o extrato de casca de
sapucaia foi observada no ensaio FRAP (975,9 a 1369,8 umol TEACg™)
e foi significativamente maior (p <0,05) nas amostras Al, A2 e A3
guando comparada a amostra B1.

O ensaio ABTS baseia-se na neutralizagdo dos radicais ABTS
através de doacdo de elétrons ou doacdo de atomos de hidrogénio a
partir dos compostos antioxidantes. Este ensaio determina a capacidade
dos antioxidantes sequestrarem o radical estavel ABTS™, que é um
cromdforo azul esverdeado (FLOEGELet al., 2011; SHAHIDI; ZHONG
2015). A maior capacidade antioxidante (p<0,05) para o extrato de
castanha de sapucaia foi observada noensaio ABTS para a amostra Al.
Para os extratos de casca, as diferencas foram significativamente
maiores (p <0,05) nas amostras Al, A2 e A3.

O ensaio de DPPH baseia-se na doacdo de elétrons para
neutralizar o radical DPPH, que é formando uma mudanca de cor do
purpura para o amarelo. Esta metodologia é considerada facil e rapida
para avaliar a atividade antioxidante (HAMINIUKet al., 2011). No
extrato de casca de sapucaia, a atividade antioxidante determinada pelo
DPPH wvariou de 135,14 a 140,88 pmol TEAC g'1 e foi
significativamente maior (p<0,05) para as amostras Al, A2 e A3 quando
comparada a amostra B1.

Além disso, a correlacdo entre FT, TC, FRAP, ABTS, DPPH e
compostos fendlicos individuais em extratos de castanhas e casca de
sapucaia é mostrada na Tabela 3.5.
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Tabela 3.5: Correlagdo entre capacidade antioxidante e compostos
fenolicos na castanha e casca de sapucaia.

Parametros FT FRAP ABTS DPPH
Castanha

FRAP 0,261 - - -
ABTS -0,185 0,766* - -
Catequina - 0,084 0,746* 0,896* -
Acido elagico -0,246 0,632** 0,854* -
Epicatequina -0,178 0,665** 0,846* -
Acido fertlico 0,628** 0,173 -0,136 -
Miricetrina 0,178 0,828* 0,891* -
Acido Vanilico 0,544 -0,229 -0,359 -
Casca

FRAP 0,764* - - -
ABTS 0,886* 0,912* - -
DPPH 0,482 0,225 0,229 -

TC 0,376 0,132 -0,151 0,123
Aromadendrina 0,660** -0,358 -0,557 0,110
Catequina -0,014 0,609** 0,323 -0,265
Acido elagico 0,559 -0,246 -0,479 -0,226
Epicatequina -0,081 0,315 0,243 -0,091
Epigalocatequina -0,056 0,266 0,087 0,635**
Acido ferlico -0,391 0,753* 0,603** 0,068
Acido galico 0,207 -0,348 -0,398 0,653**
Campferol 0,565 -0,142 -0,369 0,086
Miricetrina 0,877* -0,557 -0,655** -0,376
Acido Protocatecuico 0,683** -0,652** -0,819* 0,117
Taxifolina 0,407 -0,432 -0,484 0,479
Acido Vanilico -0,184 0,293 0,239 -0,045
Vanilina -0,652** 0,543 0,654** -0,104

*p <0,01. ** p <0,05. FT: Fendlicos totais. TC: taninos condensados.
Fonte: Adaptado de Demoliner et al. (2018b).

Uma correlacdo positiva e significativa entre compostos
fenolicos individuais e capacidade antioxidante sugere que esses
compostos fendlicos foram associados a capacidade antioxidante
avaliada por esses métodos (FRAP, ABTS e DPPH). Os compostos
fendlicos sdo conhecidos por terem fortes efeitos antioxidantes in vitro e
in vivo, pois sdo agentes redutores e podem doar hidrogénio ou elétrons
aos radicais livres (GRANATOet al., 2016 ). A atividade também esta
relacionada com o nimero de hidroxilas presentes, pois quanto maior o
nimero, maior a atividade antioxidante (GRANATO; KATAYAMA,;
CASTRO, 2011). Por exemplo, a miricetrina é um flavonol que
apresenta 6 grupos hidroxila contendo dupla ligacdo 2,3 no anel C e
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apresentando funcdo 4-oxo. Essa estrutura aumenta a atividade
antioxidante total da miricetrina em relacdo aos radicais livres
(GRANATO; KATAYAMA; CASTRO, 2011). A atividade
antioxidante dos &cidos fenolicos também depende do ndmero de grupos
hidroxila e, ainda, da presenca de grupos metoxi. O acido galico possui
3 grupos hidroxila em sua estrutura, 0s quais estdo relacionados a uma
forte atividade antioxidante, devido ao poder nucleofilico. O 4cido
ferlico possui um grupo hidroxila e um grupo metoxi, além de ser
eficaz na eliminacdo de radicais livres (GRANATO; KATAYAMA,;
CASTRO, 2011).
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4. CONCLUSAO

Um grande nimero de compostos fendlicos foi identificado na
castanha e na casca da sapucaia (14 e 22, respectivamente). Catequina,
epicatequina, miricetina, &cido elagico e &cido ferulico da castanha de
sapucaia apresentaram correlagdo significativa com a atividade
antioxidante. No geral, os extratos de casca de sapucaia apresentaram
maior concentracdo de compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante quando comparados aos extratos de castanha. Os resultados
indicaram que a alta capacidade antioxidante encontrada na castanhae
casca de sapucaia ébaseada em seu alto teor de compostos fendlicos.

O perfil fendlico e a alta capacidade antioxidante na castanha e
casca de sapucaia indicam que esta matéria-prima subutilizada pode ser
uma boa fonte de compostos fendlicos nautrais na dieta, além de ser
utilizada como ingrediente na formulagdo de diferentes produtos
alimentares saudaveis.
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CAPITULO 4-PRODUGAO DO EXTRATO HIDROSSOLUVEL
DA TORTA DE CASTANHA DE SAPUCAIA E APLICACAO DO
PROCESSO DE CRIOCONCENTRAGAO EM BLOCO



146



147

RESUMO

A tecnologia de crioconcentracdo em bloco produz concentrados de alta
qualidade que retém componentes nutricionais valiosos encontrados no
extrato hidrossoluvel da torta de castanha de sapucaia. O objetivo deste
trabalho foi produzir o extrato hidrossolivel da torta de castanha
sapucaia e avaliar o potencial da crioconcentragdo em bloco no aumento
dos compostos nutricionais e fitoquimicos. Cinco estagios de
concentracdo de congelamento foram estudados. No geral, em relacéo a
composicdo dos concentrados observou-se que os teores de sélidos
totais, proteinas, cinzas, carboidratos e sélidos solGveis (°Brix)
aumentaram com 0s estagios de crioconcentracdo. No entanto, esses
componentes também permaneceram elevados nas fragfes de gelo até o
terceiro estagio do processo de crioconcentracdo. Por outro lado, para o
teor de lipidios, observou-se um decréscimo em C1, C2 e C3 em relacdo
ao extrato inicial (p <0,05). No quinto estagio de congelamento, o
lipidio aumentou significativamente (p <0,05). O efeito dos estagios de
crioconcentragdofoi altamente significativo (p <0,05) para fendlicos
totais e para o potencial antioxidante medido pelo ensaio ABTS nas
fragbes C3, C4 e C5. No entanto, a atividade antioxidante determinada
pelo ensaio FRAP aumentou significativamente (p <0,05) para todos os
cinco concentrados. Os compostos fenolicos isolados detectados por
LC-ESI-MS/MS, tais como os acidos galico, vanilico, ferulico, sindpico
e salicilico, catequina, taxifolina e sinapaldeido, aumentaram
substancialmente em todos os estagios de crioconcentragdo. Além disso,
a alta atividade antioxidante das fra¢fGes concentradas do extrato
hidrossolivel da torta de sapucaia esta correlacionada com o perfil de
compostos fendlicos. A tecnologia de crioconcentracaofoi utilizada para
0 aproveitamento da torta de castanha de sapucaia e sua valorizacdo
como ingrediente promissor na indistria de alimentos. Essa tecnologia
pode oferecer uma alternativa atraente para a industria de alimentos,
pois ndo envolve aquecimento e tem um grande potencial para produzir
uma solucdo altamente concentrada. Portanto, a concentracdo de
congelamento pode ser considerada uma boa alternativa para melhorar
0s compostos nutricionais e fitoquimicos do extrato hidrossollvel da
torta de sapucaia.

Palavras-chave: Crioconcentracdo. Concentragdo de congelamento em
bloco. Torta de prensagem da sapucaia. Subproduto. LC-ESI-MS/MS.
ICP-MS.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € um pais com caracteristicas geograficas e climaticas
favoraveis para a producéo de frutas e castanhas. No entanto, um grande
nimero de espécies nativas permanece inexplorado, apesar de seu alto
potencial nutricional e econdmico. Nesse contexto, Lecythis pisonis
Cambess, também conhecida como sapucaia, pertence a familia
Lecythidaceae e estd presente na maioria das regides do Brasil
(VALLILO et al., 1999). A castanha e a torta de sapucaia apresentam
uma excelente fonte de proteinas, acidos graxos essenciais, minerais,
fibras alimentares, tocoferois, fitoesterdis, compostos fenodlicos e alta
atividade antioxidante, como ja descritos no capitulo 2 e 3 deste trabalho
(DEMOLINERet al., 2018a; DEMOLINERet al., 2018b). Esses
atributos tornam a castanha de sapucaia uma fonte potencial para o
desenvolvimento de produtos inovadores e saudaveis.

A torta de castanha ou farinha sdo subprodutos resultantes da
extracdo de Oleo da castanha. S&o ingredientes usados na industria de
alimentos em diversos produtos como pdo, salgadinhos, biscoitos e
barras de cereais, pois apresentam propriedades nutricionais e de sabor
favoravel DEMIRKESEN,et al. 2010; SINGHet al., 2011; MIR;
BOSCO; SHAH, 2017). As propriedades nutricionais da torta de
sapucaia mostram que este subproduto pode ser utilizado no
desenvolvimento de um extrato hidrossolUvel e ainda, para agregar
maior valor nutricional, pode-se aplicar um processo de concentra¢do. A
torta de sapucaia apresenta um alto potencial industrial, como rica fonte
de proteina, fibra alimentar, carboidratos e é uma excelente fonte de
selénio. Além disso, exibem um menor teor de lipidios. O conteido
lipidico remanescente na torta de sapucaia € um fator positivo,
carregando caracteristicas benéficas de seus acidos graxos, y-tocoferol e
B-sitosterol (DEMOLINER et al, 2018a). No entanto, fatores
ambientais envolvidos no processamento de alimentos, como altas
temperaturas, exposicdo ao oxigénio e a luz, poderiam acelerar a
degradacdo de compostos bioativos, causando um declinio nos seus
componentes nutricionais. Portanto, é essencial encontrar um processo
alternativo potencial para proteger, estabilizar e reter esses compostos
bioativos essenciais. Nesse sentido, a crioconcentragdo(também
chamada de concentragdo de congelamento)é uma tecnologia
interessante e ecologicamente correta, capaz de minimizar a perda de
componentes valiosos em liquidos alimentares que precisam ser
concentrados.
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O desenvolvimento do extrato hidrossolivel da torta de
castanha de sapucaia (EHS) e sua submissdo ao processo de
crioconcentragdo podera ser uma tecnologia Util na protegdo de
compostos bioativos, produzindo um produto concentrado com alto
valor nutricional. Yee et al. (2003) enfatizaram que, devido as baixas
temperaturas utilizadas durante o processo de crioconcentracdo, a
atividade enzimética e a degradacdo quimica sdo minimizadas com
perda reduzida de compostos volateis e nutricionais da matéria-prima. A
vantagem da crioconcentracdo € porque as reacfes quimicas e
bioguimicas, responsaveis pela deterioracdo da qualidade do produto,
sdo muito lentas em baixas temperaturas. Também foi relatado que, a
partir de subprodutos vegetais, o procedimento de crioconcentracdo
permite desenvolver novos produtos com propriedades essenciais
(AIDER; DE HALLEUX; AKBACHE, 2007).

Entre o0s processos de crioconcentracdo tem-se a
crioconcentracdo em bloco. A base da concentracdo de congelamento
em blocos é a seguinte: uma solucdo de alimento liquido €
completamente congelada, toda a solugdo congelada é descongelada, e
entdo a fracdo de concentrado é separada da fracdo de gelo por
descongelamento gravitacional. Nestas condic¢Ges, o bloco de gelo atua
como uma carcaga sélida através da qual a fragdo de concentrado passa
(PETZOLD et al., 2015). As inovagdes na crioconcentracdo tém sido
mais focadas em sistemas de estagio Unico, como a crioconcentracdo em
bloco, uma vez que isso é caracterizado por procedimentos, construgao e
operacdo de equipamentosmais simples (ORELLANA-PALMA et al.,
2017). A aplicagcdo do processo de crioconcentracdo em blocos para
obter concentrados de extrato hidrossolivel da torta de castanha de
sapucaia ainda ndo foi relatada na literatura. Esta abordagem fornece os
primeiros dados para avaliar o potencial da crioconcentracdo em bloco
para concentrar nutrientes e compostos bioativos do EHS para outras
aplicagbes como um ingrediente funcional e sauddvel em alimentos,
cosméticos e produtos farmacéuticos. Portanto, este trabalho teve como
objetivo produzir umextrato hidrossolivel da torta de castanha de
sapucaia, avaliando o potencial de crioconcentragdo em blocos no
aumento dos compostos nutricionais e fitoquimicos.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Amostras

As castanhas de sapucaia (Lecythis pisonis Cambess) foram
coletadas em Teresina, Piaui(Latitude 05°05'21”"S e Longitude
42°48°07°W), e fornecidas pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA Meio-Norte). Cerca de 3 kg da amostra
foram obtidos. As amostras foram colhidas em outubro de 2017.

2.2. Reagentes quimicos

Os padrdes e solucdes de estoque dos elementos Rh, Ca, Mg,
Mn, Zn, Se, Na, Cu, Ni, Al, Pb, Sn, Cr, Mo e Cd foram obtidas da
Specsol (S&o Paulo, Brasil). Reagente Folin-Ciocalteau, acido galico,
vanilina, (+)-catequina hidratada, ABTS [acido 2,2-azino-bis- (3-
etilbenzotiazolino-6-sulfonico)], 2,2'- 2,4, 6-tripiridiltriazina (TPTZ) e
Trolox foram obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Os 49
padrBes fendlicos ultra-puros foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EUA). Solucéo estoque dos padrdes de fenolicos (1000 mg
L™ em metanol a 100%) foram preparadas e armazenadasem freezer (-
20 °C) e utilizadas para preparar as curvas de calibra¢do utilizando a
diluicdo adequada da mistura. O metanol (grau HPLC) foi obtido da
Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, EUA).Todos 0s outros reagentes
guimicos e solventes utilizados no experimento foram de grau analitico
(P.A.) obtidos da Vetec Fine Chemicals (Xerem, Brasil) e Sigma-
Aldrich Co. (St. Louis, EUA).

2.3. Obtencdo da torta de prensagem da castanha sapucaia e do
extrato hidrossolUvel da torta de castanha de sapucaia (EHS)

As castanhas de sapucaia foram prensadas por meio de prensa
hidraulica TE-098 Tecnal® (Sdo Paulo, Brasil) para retirada do 6leo e
obtencdo da torta.A torta de sapucaia resultante, contendo 6,33% = 0,02
de umidade, 32,24% * 0,98 de proteina, 33,12% + 0,01 de lipidio,
20,97% + 0,97 de carboidratos e 7,34% + 0,01 de cinzas foi utilizada
para a preparagéo do EHS.

O EHS foi elaborado segundo Gul et al., (2017) com
modificagcBes. A torta foi triturada usando um triturador de aco
inoxidavel LQI-15 Vitalex® (Sdo Paulo, Brasil) por 10 min. A amostra
triturada foi misturada com agua destilada na proporcéo de 1: 6 [torta de
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sapucaia (g): agua (mL)] e a homogeneizacdo foi realizado com o
homogeneizador Ultra-Turrax T25 Digital $32 IKA® (S&o Paulo, Brasil)
a 10.000 rpm por 10 min. O EHS foi filtrado e armazenado a -24 °C
para posteriores analises.

2.4. Crioconcentracéo

O método de concentracdo utilizado para o EHS foi
acrioconcentracdo em bloco, de acordo com o processo descrito por
Boaventura et al. (2013). Este método é baseado no congelamento total
do EHS seguido de um descongelamento parcial (separacdo
gravitacional), resultando em duas fracoes: o fluido concentrado (C) e 0
gelo (G). Primeiramente, 7 L do EHS (inicial) foram fracionados em
recipientes plasticos de 250 mL e depois congelados a -24 + 2 °C. Uma
vez que o EHS foi congelado, 50% do volume inicial foi descongelado
em temperatura controlada (20 £ 2 °C). O liquido total descongelado
obtido foi denominado de fluido concentrado do primeiro estagio de
crioconcentragdo (C1). O C1 foi congelado a -24 + 2 °C e utilizado
como solugdo para o segundo estagio. Este procedimento foi repetido no
terceiro, quarto e quinto estagios de crioconcentracdo. O EHS inicial, os
gelos (G1, G2, G3, G4 e Gb5) resultantes de cada estagio de
concentracdo de congelamento e os fluidos concentrados de cada estagio
de crioconcentragdo (C1, C2, C3, C4 e C5) foram armazenados a -24 + 2
°C para posteriores analises.Na Figura 4.1 é apresentado o fluxograma
do processo de crioconcentragdo em blocos.
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Figura 4.1: Fluxograma do processo de crioconcentracdo em bloco onde
0 EHS representa o volume inicial do extrato hidrossoluvel da torta de
castanha de sapucaia, C1, C2, C3, C4 e C5 representa as fracOes
concentradas e G1, G2, G3, G4 e G5 representam as fragdes de gelo.

I Extrato hidrossoluvel de sapucaia (EHS) I

7000 mL para EHS Tl
inicial

ESTAGIO 1 I Concentrado (C1) | : Gelo(Gl] !

1
ESTAGIO 2 I Concentrado (C2) | L Gelo (G2) !
1750m|.par;-c‘z\”" -
) Py =S
ESTAGIO 3 I Concentrado (C3) | 1 Gelo (G3) ,
iﬂ?srn[pamc? L";::.__;__} ________
ESTAGIO 4 I Concentrado (C4) | 1 Gelo (G4) :
uzsmx;arc;a-"‘
jmmmERemmmm— -
ESTAGIOS I Concentrado (C5) | 1 Gelo (G5) !

[ ) Al

Fonte: Préprio Autor.

Para realizacdo das etapas de crioconcentracdo em bloco, foi
utilizado umfunil com a parte superior coberta por uma tela, que
funcionou como um suporte para os cubos de gelo, com o objetivo de
manter um descongelamento padrdo. Abaixo do funil um béquer para a
coleta da amostra concentrada (Figura 4.2).

Figura 4.2: (A) Aparato para a realizacdo de crioconcentracdo. (B)

Amostras do extrato hidrossolGvel da torta de castanha de sapucaia

(EHS), concentrados (Cl C2, C3,C4, C5) e gelo (Gl G2, G3, G4, G5).
—

inicial

Fonte: Préprio Autor.



154

2.5. Andlises fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas do EHS inicial, do fluido
concentrado (C1, C2, C3, C4 e C5) e do gelo (G1, G2, G3, G4 e G5)
foram determinadas seguindo os métodos recomendados pela AOAC,
2005, sendo eles: teor de sélidos totais (g 100 g™) determinado pela
secagem das amostras até peso constante a 105 °C sob condig¢do de
vacuo por 24 h; teor de proteina bruta (N x 6,25) estimado pelo método
macro-Kjeldahl;o teor de cinzas (g 100 g™) por incineracdo a 550 + 15
°C; carboidratos totais (g 100 g™) determinado por diferenca; e valor
energético total (kcal g™*) foi calculado a partir dos fatores de converséo,
que foram iguais a 4 kcal g*, 9 kcal g™ e 4 kcal g* para os teores de
proteina, lipidios e carboidratos, respectivamente. Os teores de lipidios
totais (g 100 g™) e acidez titulavel (g 100 g™ de 4cido latico) foram
determinados pelas metodologias do Instituto Adolfo Lutz (IAL) (IAL,
2008). A determinacdo do pH foi medida em pHmetro (PHS-3 BW,
BEL, Piracicaba, Brasil), enquanto os soélidos solUveis (°Brix) foram
obtidos do refratdmetro Mettler Toledo (Quick-Brix 90, Sdo Paulo,
Brasil), com temperatura de 20 ° C. Todas essas analises foram feitas em
triplicata.

2.5.1 Contelido mineral

O contetdo mineral do EHS inicial, do fluido concentrado (C1,
C2, C3, C4 e C5) e do gelo (G1, G2, G3, G4 e G5) foi realizado
utilizando espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS), para os elementos selénio, célcio, magnésio, manganés,
zinco, cobre, crdmo, niquel, molibdénio, sodio, aluminio, cédmio,
estanho e chumbo. Foram digeridas 1g da amostraem forno microondas
MLS-1200 Milestone (Sorisole, Italia), com 6mL de HNO; e 1mL de
H,0,, com a poténcia aplicada variando de 250 a 600W por 25min em
vasos fechados de poli-tetrafluoretileno (PTFE). As amostras digeridas
foram diluidas apropriadamente com 4gua deionizada e 10 pg L™ de
rodio foi utilizado como padrdo interno para a quantificacdo dos
analitos. A calibracdo externa foi realizada utilizando solugBes aquosas
preparadas a partir de uma solugdo-padrdo de multi-elementos contendo
todos os analitos. As analises por ICP-MS foram realizadas utilizando
um Perkin Elmer SCIEX, modelo Nexlon 300D (Shelton, EUA). As
condic¢des instrumentais foram: amostragem/cones skimmer: platina;
RFpower: 1100W; medicéo de sinal: continua; lente auto: ligado; tensdo
do detector: pulso (1250v) e analdgico (—2290v); taxa de fluxo de gés:
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principal (15,0L min™) e nebulizador (1,05L min™). Os dados sobre
limite de deteccdo (ZLOD), limite de quantificacdo (LOQ) e coeficientes
de determinacédo (R”) de cada mineral estdo descritos na Tabela 4.1.

Tabela 4.1:Limites de deteccdo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ) e
coeficientes de determinacdo (R?) utilizados para cada um dos
elementos estudados.

Elementos LOD LOQ Equacdo da curva Coeficiente de
(hgg™  (Mggh) determinagéo (R?)
Ca 2,46 7,38 y =100,1x — 3482,1 0,9999
Mg 0,01 0,04 y = 2513,1x + 12996,2 0,9996
Se 0,03 0,10 y = 224,5x + 521,2 0,9999
Mn 1,32 3,98 y =3771,5x — 77234,6 0,9993
Zn 0,01 0,04 y = 879,2x + 5488,3 0,9991
Cu 0,01 0,03 y = 2926,5x + 9969,4 0,9999
Cr 0,01 0,04 y = 398,6x + 2305,9 0,9991
Ni 0,02 0,05 y =1265,1x + 7593,3 0,9997
Na 0,06 0,17 y =4228,6x — 11616,5 0,9997
Mo 0,01 0,01 y = 3660,4x — 2802,2 0,9998
Al 0,10 0,30 y =3225,1x + 19370,5 0,9997
Cd 0,01 0,01 y = 1532,1x + 8818,6 0,9991
Pb 0,01 0,01 y = 14167,7x — 8803.3 0,9988
Sn 0,71 2,13 y = 4402,8x + 1380,3 0,9994

2.6. Densidade

A densidade do EHS, concentrados (C1, C2, C3, C4, C5) e gelo
(G1, G2, G3, G4, G5) foi determinada pela metodologia oficial da
AOAC (2005). Utilizou-se um picnémetro de vidro (picndmetro de Gay-
Lussac), previamente equilibrado com peso constante a 25 °C. A
densidade (g /cm®) foi realizada em triplicado e calculada pela seguinte
Equacéo (1):

_ (m3— m1)
Ps = Gz—mnx pH,0 @
Onde pS ¢ a densidade do EHS, concentrados ou gelos (g /cm®); m1 é a
massa do picndémetro vazio (g); m2 é a massa do picndmetro com agua
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(9); m3 é a massa do picndmetro com EHS, concentrados ou gelos (g) e
pH20 ¢ a densidade da agua.

2.7. Analise de cor

A andlise de cor do EHS, concentrados (C1, C2, C3, C4, C5) e
gelo (G1, G2, G3, G4, G5) foi determinada em triplicata com um
colorimetro Minolta Chroma Meter CR-400 (Konica Minolta, Osaka,
Japdo), ajustada para operar com relampagos D65 e 2° de angulo de
observacdo. O colorimetro foi calibrado com uma placa padréo branca e
para medir os pardmetros L*, b* e a* foi utilizada a escala de cores
CIELab. O parametro L* varia de 0 a 100 e indica luminosidade
(variacdo de preto para branco), o eixo b* é a variacdo de amarelo (+ b*)
a azul (— b*) e o eixoa* mostra a variacdo do vermelho (+ a*) para
verde (— a*). O valor do angulo de matiz (h*) e Chroma (C*) foram
determinados usando Eg. (2) e Eg. (3) (MASOUD; JAKOBSEN, 2003).

h* = tan™ (b*/a*) Eqg. (2)

c*=/(a"Z+ (B2 Eq.(3)

2.8. ldentificacdo e quantificagdo de compostos fendlicos por LC-
ESI-MS/MS

2.8.1. Preparo de amostras

A preparacdo das amostras do EHS inicial, concentrado (C1,
C2, C3, C4 e C5) egelo (G1, G2, G3, G4 e G5) seguiu o protocolo
descrito por Schulz et al. (2015). Resumidamente, 1 mL da amostra foi
submetido a hidrélise acida utilizando 5 mL de metanol (grau HPLC) e
5 mL de 4cido cloridrico em estufa (modelo 400/D200 °C, New Ethics®,
Sé&o Paulo, Brasil) a 85 °C por 30 min. Em seguida, o pH da solugéo foi
ajustado para 2 usando NaOH (6 mol L™), e realizou-se a extracio por
particdo (trés vezes) com 10 mL de éter etilico, seguida de centrifugacéo
a 3000 g por 10 min.Os sobrenadantes foram combinados em um bal&o
de fundo redondo e o solvente foi removido em um evaporador rotatério
(modelo 558, Fisatom®, S&o Paulo, Brasil) a 40 °C até a secagem. O
extrato seco foi ressuspenso em 1 mL de metanol (grau HPLC) e diluido
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10 vezes com metanol: agua (70:30, v/v) para inje¢do no sistema LC-
ESI-MS/MS.

2.8.2. Condicgbes cromatogréaficas

A identificacdo e quantificacdo de compostos fendlicos foram
realizadas utilizando um sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (LC) (modelo 1200 Series, Agilent Technologies®,
Waldbronn, Alemanha), de acordo com o método relatado por Schulz et
al. (2015). A separacdo dos analitos foi realizada numa coluna Synergi
™ Polar-RP 80 A (tamanho de particula de 4,0 pm, 150 mm, didmetro
interno de 2,0 mm, Phenomenex, EUA) usando um Cartuchos
SecurityGuard Polar-RP 80A (4,0 um x 2,0 mm, Phenomenex, EUA).
As fases moveis foram misturas de metanol a 95% e 4gua a 5% (v/v)
(canal A), e agua e acido formico a 0,1% (v/v) (canal B). A separacdo
foi realizada a 30 °C, utilizando eluigdo gradiente segmentada como: 0 -
5 min, 10% A; 5 a 7 min, 90% A; 7 a 10 min, 90% A; 10-17 min, 10%
A. Entre as andlises, a coluna foi condicionada por 5 min com a
proporcao da fase mdvel inicial. O fluxo de fase mével foi de 150 pL
min~' e a quantidade de amostra injetada foi de 10 L.

O sistema LC foi acoplado a espectrometria de massa com
analisador triploguadrupolo e ion trap linear modelo Q Trap 3200
(Applied Biosystems/MDS Sciex, Canada). O espectro de massa foi
operado em modo de ionizagdo negativa de electrospray
TurbolonSpray™  (Applied Biosystems/MDS Sciex, Canadd). Os
pardmetros MS/MS foram: agulha capilar, mantida a —4500 V; gas de
cortina, 10 psi; temperatura, 400 °C; gas 1, 45 psi; gas 2, 45 psi; gas
CAD, médio. Outros pardmetros para: DP - Potencial de Desagregacao;
EP - Potencial de Entrada; CEP - Potencial de Energia de Colisdo; CE -
Energia de Colisdo; CXP — Potencial de saida da célula de clisdo. Os 49
padroes de compostos fenolicos testados e os pardmetros da
espectrometria de massas estdo descritos no ANEXO A. O software
Analyst versdo 1.5.1 foi utilizado para o controle do sistema LC-ESI-
MS/MS e anélise de dados. A identificacdo dos compostos fendlicos por
LC-MS/MS foi realizada comparando os tempos de retencdo e 0s
espectros de massa dos picos desconhecidos com os dos padrfes. Os
resultados de concentracdo dos compostos fendlicos nas amostras foram
expressos em mg g™ de EHS.
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2.9. Determinacéo do teor de fendlicos totais (FT)

O teor de FT do EHS inicial, concentrados (C1, C2, C3, C4 e
C5) e gelo (G1, G2, G3, G4 e Gb) foi determinado seguindo o protocolo
descrito por Singleton; Rossi (1965) e Prado et al. (2009), com
modificagBes. Resumidamente, 0,1 mL da amostra foram misturadas
com 0,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteau e 1,5 mL de carbonato de
sodio aquoso (75 g L-1) em frascos volumétricos de 10 mL. Em seguida,
0 volume foi ajustado para 10 mL pela adi¢cdo de agua deionizada e as
amostras foram incubadas por 2 horas a temperatura ambiente e
protegidas da luz. A absorbancia foi medida em 765 nm com um
espectrofotdmetro SP 2000 (Bel Photonics®, Piracicaba, SP, Brasil).
Para a quantificacdo, utilizou-se uma curva padrao de acido galico (50-
1000mg L™). A analise foi realizada em triplicata e os resultados foram
expressos em equivalente de acido galico (mg GAE ¢g*) da amostra
como média * desvio padrao.

2.10. Atividade antioxidante (ABTS e FRAP)

A atividade antioxidante do EHS inicial, concentrados (C1, C2,
C3, C4 e C5) e gelo (G1, G2, G3, G4 e G5) foram determinadaspelos
métodos de ABTS e FRAP.

O ensaio ABTS [2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolino-6-
sulfonico)] foi conduzido de acordo com Re et al. (1999) com algumas
modificacdes. Primeiro, o radical ABTS® (7 mM - 0,03836 g ABTS
dissolvido em 10 mL de agua desionizada) foi misturado com 10 mL de
solucdo de persulfato de potéssio (2,45 mM - 0,0331 g de persulfato de
potassio dissolvido em 25 mL de agua desionizada), homogeneizado e
armazenado em um frasco ambar por no minimo16 h. O radical ativado
de ABTS foi diluido com etanol até uma absorvéncia de 0,70 + 0,02 a
734 nm. Uma aliquota de 20 pl de amostra e 980 uL. de solugdo ABTS
ajustada foi adicionada aos tubos de ensaio e mantidos no escuro por 6
minutos. Etanol foi usado para o branco. A absorbancia foi lida por um
espectrofotdmetro (SP 2000 UV, Bel Photonics®, Piracicaba, So Paulo,
Brasil) a 734 nm. Trolox foi usado como padrdo. A anéalise foi realizada
em triplicata e os resultados foram expressos em pmol TEAC g” de
amostra (umol capacidade antioxidante equivalente em Trolox g da
amostra).

O ensaio FRAP foi determinado de acordo com o método
descrito por Benzie; Strain (1996), com algumas modificacGes
(ARNOUS; MAKRIS; KEFALAS, 2002). Resumidamente, 0,2 mL de
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amostra e 0,2 mL de FeCl; (3 mmol L™' em 4cido citrico 5 mol L™)
foram misturados em tubo de ensaio e mantidos por 30 min em banho-
maria a 37 £ 2 °C. Em seguida, 3,6 mL de solugdo de TPTZ (0,0780 g
diluidos em 250 mL de HCI 0,05 M) foram adicionados e a solucdo
resultante foi misturada. A absorbéncia foi medida usando um
espectrofotdmetro (SP 2000 UV, Bel Photonics®, Piracicaba, So Paulo,
Brasil) a 620 nm. A curva padrdo Trolox (20-1000 pM) foi usada para
guantificar os resultados. Os resultados foram expressos como pmol
TEAC g de amostra (umol capacidade antioxidante equivalente em
Trolox g ' da amostra) e média + desvio padréo.

2.11. Andlise estatistica

Todas as analises foram realizadas em triplicata e os resultados
foram expressos em média + desvio padrdo (DP). A distribuigdo normal
e a homocedasticidade dos dados foram avaliadas pelos testes de
Brown-Forsythe. Os resultados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e teste de Tukey para comparacdo das médias ao nivel de
significancia de 5% (p<0,05). CorrelagcBes entre as capacidades
antioxidantes e conteGdo fendlico foram feitas utilizando o
procedimento de Pearson (p <0,05). A analise estatistica dos dados foi
realizada utilizando o software Statistica® 13.3 (TIBCO, Palo Alto, CA,
USA).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Propriedades fisico-quimicas

A Tabela 4.2e 4.3 mostram a composi¢do fisico-quimica do
EHS e de cada concentrado (C1, C2, C3, C4 e C5) e gelo descongelado
(G1, G2, G3, G4 e Gb5) do processo de crioconcentragcdo em bloco. Em
relacdo a composicdo dos concentrados observou-se que os teores de
solidos totais, proteinas, cinzas, carboidratos e soélidos soltveis (°Brix)
aumentaram com 0s estagios de crioconcentracdo. No entanto, esses
compostos também permaneceram elevados nas fracfes de gelo até o
terceiro estagio do processo de crioconcentragdo. O mesmo
comportamento foi observado por Robleset al. (2016) e Sequeraet al.
(2019) durante os trés primeiros estidgios da crioconcentracdo de
congelamento em bloco no extrato de café. Esses autores afirmaram que
durante o resfriamento no primeiro estagio, cristais de agua de diferentes
tamanhos sdo formados, fazendo com que muitos s6lidos permanecam
aprisionados na fase cristalina. Segundo Sequeraet al. (2019) o maior
teor destes compostos na segunda e terceira fases de crioconcentracéo,
pode ser devido ao descongelamento. Neste caso, quando a
concentracdo de sélidos da fase liquida atinge um valor critico, ocorre a
gelificacdo, provavelmente causada por compostos responsaveis pela
formacédo de juncgdes de rede termicamente reversiveis através de pontes
de hidrogénio. Por sua vez, a gelificacdo durante a fase liquida
concentrada pode interferir no processo de recristalizagdo (MORENO et
al., 2014; SEQUERA et al., 2019). Portanto, a gelificacdo pode afetar a
recuperacgao desses compostos do EHS nos trés primeiros concentrados,
diminuindo a eficiéncia da crioconcentracdo. Por outro lado, para as
fracBes de gelo do quarto e quinto estagio a retencdo desses compostos
ndo foi tdo significativa em comparacdo com suas fragfes concentradas.

Os EHS concentrados apresentaram maior teor de
proteinaquando comparado com outros leites vegetais descritos na
literatura: para leite de amendoim (3,71 g 100 g™), leite de améndoa
(1,37 g 100 g™, leite de aveld (0,65 g 100 g™), leite de soja comercial
(2,95 g 100 g™), leite de quinoa (1,26 g 100 g™), leite de aveia (0,78 g
100 g™) e leite de arroz (0,07 g 100 g*) (ISANGA; ZHAG, 2009;
BERNAT et al., 2015; MAKINEN et al., 2015).

Quanto ao teor de lipidios, verificou-se maior concentracéo nas
fracBes de gelo do primeiro e segundo estagios. O mesmo foi observado
por Berenhauser et al. (2017) para a primeira fracdo de gelo da
crioconcentragdo do leite humano. Ayed et al. (2018) concluiram que a
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mudanc¢a na natureza do lipidio modificava seu perfil. Portanto, no
Nosso caso, acreditamos que ocorre uma agregacao de goticulas lipidicas
em ambas as fracdes de gelo (1 e 2). Segundo Méndez-Velasco; Goff
(2012), a agregagdo de goticulas é devida a coalescéncia e / ou
floculag&o dos lipidios. Uma coalescéncia parcial ocorre quando cristais
lipidicos salientes de goticulas penetram em goticulas vizinhas em
contato proximo, enquanto a coalescéncia completa é notada quando as
goticulas se fundem completamente nas maiores. Neste caso, 0s cristais
de lipidios mantém as goticulas juntas como aglomerados que podem
continuar a crescer em agregados de tamanho maior. Floculagdo refere-
se a goticulas mantidas juntas por areas de superficie nua interagindo
juntas (MENDEZ-VELASCO; GOFF, 2012). Por outro lado, esses
mesmos autores destacaram que 0s cristais lipidicos sdo
preferencialmente umedecidos pelo 6leo, o que também contribuiria
para sua manutencdo dentro da goticula. Este fato também poderia ter
influenciado o alto valor energético encontrado para a fracdo de gelo (1
e 2). No entanto, para os estagios subsequentes de crioconcentracdo,
observou-se aumento progressivo no valor energéticototal.

OsEHS concentrados apresentaram um alto teor lipidico. Como
descrito no capitulo 2 deste trabalho, o 6leo da castanha de sapucaia
possui alto teor de acidos graxos insaturados (acidos oléico e linoléico),
y-tocoferol e B-sitosterol, e consequentemente estdo presentes na fragdo
lipidica do extrato hidrossolUvel.



Tabela 4.2: Propriedade fisico-quimica do extrato hidrossoluvel da torta de castanha de sapucaia (EHS) inicial,
concentrados (C) e gelo (G) para cada estagio de crioconcentraco.

Amostras Determinacdes
Sélidos Totais Proteina* Lipidos Cinzas Carboidratos Valor energético Sélidos soluveis
(9. 100 g1 (9. 100 g1 (9. 100 g1 (9. 100 g1 (9. 100 g1 (kcal. 100 g) (°Brix)
EHS 8,25 +0,11% 1,89+0,01®  439+007" 067+005>  1,30+0,01°" 52,2 +0,56° 3,83+0,15°
Estagiol Cl1  9,71+0,20°% 2,30 £ 0,04 2,36 £0,04°® 0,66 +0,03> 2,04 +0,37% 38,6 £0,91%° 410+0,17%
Gl 8,63 +0,10° 2,13+0,12° 5,12 £0,34 0,37 £0,01° 1,00 +0,33" 58,6 +1,29° 3,07 £0,15°
Estigio2 C2  10,16+093”  260£0,02>  248+0,18%  0,70+0,01™ 3,87 £0,34° 48,2+0,13> 5,83 £ 0,06™
G2 6,60 £ 0,74 0,89 +0,02° 3,34 £0,12° 0,23 £0,04° 2,60 £0,14° 44,1 +0,58° 2,07 £0,15"
Estagio3 C3  11,49+0,67° 4,28 +0,03% 2,26 +0,15°  116+0,01% 418 +0,22% 54,2 + 0,33 9,37 £0,21
G3 4,27 £0,14° 0,82 0,03 0,67 +0,05° 0,13+0,01° 2,68 £ 0,05 20,1 £ 0,94° 1,77 £0,21%
Estigio4 C4 1590+ 0,04% 7,37 £0,20% 3,55+0,03%  1,87+0,05%  3,11+0,33°% 73,8 £0,24% 16,2 £ 0,32
G4 2,50 £ 0,37" 0,75+ 0,02° 0,45+ 0,07° 0,11+0,01° 0,98 +0,24° 10,9 £0,19° 1,57 £0,06°
Estagio5 C5  26,79+0,10*  12,10+0,02*'  4,01+007*  296+0,03*  7,77+0,02* 115,5 + 0,61 28,1+0,26"
G5 4,83 £ 0,02° 1,95 £ 0,02 0,75+0,16° 0,35+ 0,01° 1,78 £0,20° 21,7 0,67 4,60 £ 0,06

Os resultados séo expressos como média + desvio padrdo (n = 3). “"Diferentes letras maitisculas na mesma coluna apresentaram
diferenca significativa (p <0,05) entre 0 EHS inicial e o C de cada estégio de crioconcentragio. *'Diferentes letras mindsculas na
mesma coluna apresentaram diferenca significativa (p <0,05) entre o EHS inicial e o G de cada estagio de crioconcentracéo.
*Diferentes nimeros na mesma coluna apresentaram diferenca significativa (p <0,05) entre o C de cada estagio de
crioconcentracao.
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Com o progresso do processo de crioconcentragdo, entre todas
as fracdes (concentrados e gelos) ndo foram observadas grandes
variagdes para acidez titulavel e valores de pH.Os valores de acidez
titulavel aumentaram em paralelo com uma diminui¢do nos valores de
pH ao longo dos estagios de crioconcentracdo. Ndo foram encontradas
diferencas significativas (p> 0,05) nos valores de acidez entre as fraces
de gelo de cada estagio de crioconcentragdo. Em relacdo aos resultados
de pH, as fracdes concentradas (C3, C4 e C5) diminuiram em contraste
ao pH do EHS inicial (p <0,05). O valor do pH da fracdo de gelo no
terceiro e quarto estagios aumentou em relacdoao pH do EHS inicial (p
<0,05) (Tabela 4.3).

Tabela 4.3: Propriedade fisico-quimica (Acidez titulavel e pH) do
extrato hidrossollvel da torta de castanha de sapucaia (EHS) inicial,
concentrados (C) e gelo (G) para cada estagio de crioconcentragao.

Acidez titulavel pH
(g 100 g *4cido latico)

EHS 0,01+0,01%° 6,35 + 0,01°°
Estagio 1 C1 0,01 £0,01%° 6,37 + 0,01

Gl 0,01 +0,01° 6,50 + 0,01°
Estagio 2 C2 0,02 £0,01% 6,35 + 0,012

G2 0,01 +0,01° 6,56 + 0,01°
Estagio 3 C3 0,03 +0,01%® 6,30 + 0,01%2

G3 0,01 +0,01° 6,64 +0,01°
Estagio 4 c4 0,06 + 0,01%2 6,20 + 0,01

G4 0,01 +0,01° 6,65 + 0,01°
Estagio 5 C5 0,09 + 0,02 6,02 + 0,03

G5 0,01 +0,01° 6,41 + 0,02

Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo (n = 3). " Diferentes
letras mailsculas na mesma coluna apresentaram diferenga significativa (p
<0 ,05) entre o EHS inicial e 0 C de cada estagio de crioconcentragdo. *
"Diferentes letras minGsculas na mesma coluna apresentaram diferenca
significativa (p <0,05) entre o EHS inicial e 0 G de cada estagio de
crioconcentracdo. “Diferentes nimeros na mesma coluna apresentaram
diferenga significativa (p <0,05) entre o C de cada estagio de crioconcentragéo.

3.1.1. Composi¢ao mineral

A Tabela 4.4mostra o conteldo mineral para as amostras
estudadas. Os elementos célcio (Ca), magnésio (Mg), manganés (Mn),
zinco (Zn), selénio (Se), sddio (Na), cobre (Cu), niquel (Ni), aluminio
(Al), chumbo (Pb) e estanho (Sn) aumentaram significativamente (p
<0,05) em todos os estdgios de crioconcentracdo. Macrominerais como



165

Ca e Mg sdo predominantes na castanha Sapucaia. O Ca, que é um dos
principais minerais requeridos pelo corpo humano, na fracdo
concentrada C4 (9,27 mg g™), por exemplo, é quase cinco vezes maior
em relagdo a torta de sapucaia (1,9 mg g*) (Capitulo 2). O Mg é o
macromineral mais abundante na torta de sapucaia (2,7 mg g7)
(Capitulo 2). Foi possivel observar um aumento no teor de Mg de
aproximadamente 22 vezes no quarto estadgio de crioconcentragdo do
EHS (61,0 mg g™).

Os microminerais predominantes com valor nutricional
relatados para a torta de sapucaia sdo Mn (53,9 pg g7), Zn (28,4 pgg™),
Cu (22,9 pg gh), Al (531 pg gV e Ni (5,31 pg g*) (Capitulo 2).
Observou-semaior quantidade de microminerais no EHS concentrado
guando comparada a torta de sapucaia. Cr, Mo e Cd ndo foram
detectados no EHS. Além disso, ndo foram detectados Ni, Al e Sn nas
fracOes de gelo.

Um aumento de aproximadamente cinco vezes no quinto
estagio de crioconcentracdo para o selénio pode ser observado quando
comparado ao extrato inicial. A torta de sapucaia apresenta alto
contetido de selénio (média de 42 pg g™). Sabe-se que a ingestdo
maxima tolerada de selénio é de 400 pg/dia e que doses acima tem sido
relacionadas a efeitos tdxicos. Assim, o EHS concentrado pode ser
utilizado diluido em &gua ou como um ingrediente promissor para o
aprimoramento nutricional de outros produtos alimenticios. Esta técnica
de concentragdo pode ser usada para a producao de bebidas & base de
oleaginosas com baixo teor de selénio, como caju, améndoa,
macadamia, noz-peca e aveld (MOREDA-PINEIRO et al., 2016). Macro
e micro minerais podem servir como cofatores na producdo de energia,
em vaérias fungdes enzimaticas, metabdlicas e fisioldgicas no corpo
(MOREDA-PINEIRO et al., 2016; MILLENA; SAGUM, 2018). E
amplamente sabido que todo mineral tem sua prépria funcdo de uma
maneira ou de outra na manutencdo da homeostase do corpo. O
consumo do EHS juntamente com outras variedades alimentares pode
contribuir para as quantidades minerais necessarios pelo corpo humano.
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Tabela 4.4: Composicdo mineral do extrato hidrossollvel da torta da castanha de sapucaia (EHS) inicial, fracéo
concentrada (C) e gelo (G) para cada estagio de crioconcentracéo.

Amostras Elementos
Ca Mg Mn Zn Se Na Cu Ni Al Pb Sn

(mgg") (mggh) (mggh) (mggh)  (ugg") (M99  (Mgg)  (wggh)  (Mggh)  (Mggh)  (Mgg?h)
EHS 6,207 28,47 3,917 2,077 2004 30757 30867 176" 29,47 31,9% 21,4°
Estagiol C1 6,915 31,05 6,34%* 4,08% 2703 31045 4217 482°° 44,258 31,652 23,702
Gl 5,10° 9,82° 3,95° 1,98° 2204 1169° 2201° <LOQ <LOQ 30,3 <LOQ
Estagio2 C2  7,19™ 32,9 5,41% 3,155 3719%° 3171% 352455 347 53,7 31,1% 26,2¢P3
G2 5,04° 12,5¢ 3,36° 1,34¢ 1711¢ 1872¢ 1654¢ <LOQ <LOQ 33,5° <LOQ
Estagio3 C3  8,40% 43,5 6,86 3,32 4613 3152% 5311 7353 95,7 31,6 30,2
G3 5,02° 13,1° 3,66 1,42° 1617° 2552° 1695° <LOQ <LOQ 34,18 <LOQ
Estagio4 C4  9,27% 61,0%2 11,1%2 10,782 8534%2 3231% 1454282 2624 142" 42,17 47,58
G4 3,05 9,21f 2,95 0,84° 1567 1592° 1475° <LOQ <LOQ 35,3 <LOQ
Estagios C5  12,2* 99,1 11,74 12,4M 100374 3344"'  19101"' 3533 212”1 45,87 66,6
G5 7,33 16,2° 4,10° 0,77 1917° 2852° 1696° <LOQ <LOQ 33,9° <LOQ

Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo (n = 3). “*Diferentes letras maidsculas na mesma coluna apresentaram diferenca significativa (p
<0,05) entre o EHS inicial e o C de cada estagio de crioconcentragdo. *'Diferentes letras mintsculas na mesma coluna apresentaram diferenca significativa
(p <0,05) entre 0 EHS inicial e 0 G de cada estdgio de crioconcentragdo. “Diferentes nimeros na mesma coluna apresentaram diferenca significativa
(p<0,05) entre o C de cada estagio de crioconcentragdo. LOQ: limite de quantificacao.
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3.2. Densidade e cor

A Tabela 4.5 mostra os pardmetros de densidade e cor de cada
estagio de crioconcentragdo para o EHS inicial, concentrados (C1, C2,
C3, C4 e C5) e gelo (G1, G2, G3, G4 e G5). Embora muitas vezes seja
dada muita atengdo a composicdo dos alimentos e seu valor energético,
Stumbo; Weiss (2011) destacaram que os valores de densidade sdo
necessarios para algumas aplicagdes em alimentos. Portanto, durante a
avaliacdo deste pardmetro fisico, notou-se que a densidade de todas as
fracBes concentradas aumentou com 0s estagios de crioconcentragéo,
sendo significativamente maior (p <0,05) para C5. Este comportamento
estd de acordo com os encontrados por Aider; Ounis (2012), que
afirmam que os sélidos totais sdo responsaveis pelo aumento da
densidade alimentar. Portanto, como esperado, nas frages de gelo,
houve uma diminui¢do em comparagdo com a densidade inicial do EHS.
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Tabela 4.5: Densidade e cor (L*, a*, b* C* h*) do extrato
hidrossollvel da torta de castanha de sapucaia (EHS) inicial, fracdo
concentrada (C) e gelo (G) para cada estagio de crioconcentragao.

Densidade L* a* b* c* h*
(g/cm®)

EHS 1,02 + 6340+ -052+ 523+ 5,26 + 95,67 +
0,01% 0,25 0,052 0,08 0,08 0,51¢

Estigiol C1 1,02+ 60,56 +  -1,00 + 524 + 534 + 100,77 +
0,01% 0,40 0,037 0,04% 0,03 0,26"

Gl 1,01+ 5851+ -0,54+ 315+ 320+ 99,68 +
0,01° 0,40° 0,01* 0,10° 0,09° 0,43«

Estigio2 C2 1,03 + 60,17+ -0,80 + 5,44 + 5,50 + 98,38 +
0,01 0,13% 0,015 0,03 0,03 0,128

G2 1,00 + 5729+ -1,28+ 1,36 + 1,88+ 133,45 +
0,01° 0,13° 0,05° 0,18¢ 0,10¢ 1,72°

Estdgio3 C3 1,03+ 61,77+  -0,05+ 8,83 + 8,83 + 90,39 +
0,01 0,255 0,03% 0,17 0,17 0,29

G3 1,00 + 5424+  -0,95+ 1,04 + 1,41+ 132,49 +
0,01° 0,08¢ 0,02° 0,01° 0,02¢ 0,44°

Estigio4 C4 1,05 + 62,18+ 052+ 11,37 + 11,38 + 87,39 +
0,018 0,175 0,028 0,04%2 0,045 0,09

G4 1,01+ 4849+  -1,19+ 0,14 + 1,19+ 184,88 +
0,01% 0,70 0,07° 0,021 0,07" 2,23

Estagio5 C5 1,10 + 63,08+ 117+ 13,94 + 13,99 + 85,22 +
0,017 0,024 0,017 0,19 0,19 0,087

G5 1,02+ 5590+  -0,89 + 415+ 425+ 102,06 +
0,012 0,11¢ 0,02° 0,04° 0,04° 0,32°

Os resultados séo expressos em média + desvio padrdo (n = 3). "' Diferentes
letras mailsculas na mesma coluna apresentaram diferenga significativa (p
<0,05) entre 0o EHS inicial e o C de cada estagio de crioconcentragdo. *
"Diferentes letras mintsculas na mesma coluna apresentaram diferenca
significativa (p <0,05) entre 0 EHS e 0 G de cada estagio de crioconcentragdo.
*Diferentes nlimeros na mesma coluna apresentaram diferenca significativa (p
<0,05) entre o C de cada estagio de crioconcentragao.

Outro pardmetro fisico que estd relacionado com a
aceitabilidade e qualidade de um alimento é a determinacdo da cor.
Suravanichnirachornet al. (2018) definiu que a cor é considerada um
atributo importante de qualquer alimento ou bebida, pois pode indicar
qualidade, bem como melhorar a aparéncia, sendo que a aceitabilidade
do alimento é diretamente afetada pela cor. Assim, pode-se observar que
a concentragdo de congelamento tem influéncia significativa nos
parametros de cor (p <0,05). Com relagdo ao pardmetro L* (brilho ou
luminosidade), pode-se observar uma diminuicdo significativa (p <0,05)
ao longo dos estagios de crioconcentracdo quando comprado ao EHS
inicial, no entanto, ndo foi possivel notar diferenca significativa para a
fracdo concentrada C5. O wvalor L* das fracbes de gelo foi
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significativamente maior (p <0,05) em G1, seguido por G2, G5, G3 e
G4. Como citado por Berenhauser et al. (2017), a maior luminosidade
pode ser atribuida & maior concentracdo lipidica. Valores negativos do
pardametro a* indicam uma tendéncia para coloragcdo verde no EHS
inicial, bem como nos concentrados C1, C2 e C3, e em todas as fragdes
de gelo. No entanto, nos concentrados C5 e C4, os valores de a*foram
positivos, indicando um tom avermelhado, sustentando que a cor mudou
consideravelmente com a evolugdo dos estagios de crioconcentragdo.
Estes resultados podem ser atribuidos a uma maior concentracdo de
compostos fitoquimicos. Valores positivos de b* indicam amarelo e
valores negativos indicam tonalidade azul. Os resultados obtidos no
presente estudo mostraram que o tom amarelo do EHS aumentou com o
aumento do estagio de crioconcentragdo, e os concentrados C3, C4 e C5
foram significativamente diferentes do EHS inicial (p <0,05). Valores
positivos de b* também foram encontrados nas fragoes de gelo G1, G2,
G3 e G5, enquanto a fracdo G4 apresentou valor negativo. Estes valores
podem ser atribuidos ao contetdo lipidico, bem como a presenca ou
auséncia de carotendides que tém afinidade por lipidios
(BERENHAUSER et al.,, 2017). O Chroma (C*) representa sua
saturacdo de cor e o Hue (h*) indica uma avaliagdo visual da
descoloragdo dos alimentos (tonalidade). Os resultados de C* indicaram
gue a saturacdo aumentou com 0s estagios de concentracdo, sendo
significativamente maior para o concentrado C5 (p <0,05) e esse fato
pode ser atribuido ao maior conteudo protéico. O C* na fracdo G5 foi
significativamente maior do que nas demais fragdes de gelo (p <0,05) e
esse fato podem ser atribuidos ao maior contetdo lipidico. Os resultados
obtidos para h* indicaram que todas as fragdes concentradas e fracOes
de gelo obtidas durante o processo de congelamento mudaram
significativamente (p <0,05).

3.3. Perfil de compostos fendlicos por LC-ESI-MS/MS

As informag6es dos limites de deteccdo e quantificacdo, bem
como o0s tempos de retengdo, a equagdo da curva e o coeficiente de
determinacdo obtidos a partir da andlise dos compostos fendlicos sdo
mostrados Tabela 4.6.



Tabela 4.6: fon precursor, fon quantitativo, tempo de retencdo, limite de detecgdo (LOD), limite de quantificacio
(LOQ), equacbes da curva e coeficientes de determinacdo (R®) da analise de compostos fendlicos do extrato
hidrossollivel da torta da castanha de sapucaia (EHS) inicial, fracdo concentrada (C) e gelo (G) para cada estagio de

crioconcentracao.

Compostos fendlicos [M-H]/ fon quantitativo Tempo de LOD LOQ Equacéo da curva Coeficiente de
(m/z) retencio (mg. LY*  (mg. LY)** determinagio
(min.) (R?)
Acido galico 168,8/124,1 3,98 0,022 0,074 y =32734x + 21,9 1,0000
Catequina 288,8/120,3 8,82 0,001 0,004 y = 45555x + 131,0 0,9985
Epicatequina 288,9/122,3 9,41 0,007 0,025 y =10978x —810,3 0,9999
Acido vanilico 166,8/148,5 9,65 0,009 0,032 y = 11969x + 3118,0 0,9990
Acido siringico 196,8/119,6 10,01 0,005 0,017 y = 20431x + 115,4 0,9999
Taxifolina 302,8/120,7 10,70 0,003 0,010 y = 21649x + 1684,1 0,9990
Acido feralico 192,8/129,7 10,73 0,002 0,008 y = 23762x + 6511,0 0,9999
Quercetina 301,0/149,3 10,84 0,009 0,030 y = 97299x + 49,75 0,9980
Acido sinépico 222,8/161,6 10,87 0,004 0,012 y = 15935x — 208,5 0,9999
Acido salicilico 136,9/91,1 10,99 0,001 0,004 y = 2000000x + 13786  0,9999
Sinalpadeido 206,9/174,4 11,39 0,001 0,004 y = 23746x + 209,2 0,9990
Acido elagico 300,8/142,5 11,71 0,180 0,600 y = 34689x — 463,0 0,9990

*Razdo sinal/Ruido. **Niveis de Concentracéo.

0.7
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A Tabela 4.7 mostra o perfil fendlico de cada estagio de

crioconcentragdo para as fragbes iniciais do EHS e do fluido
concentrado (C1, C2, C3, C4 e C5). Entre os 12 compostos fendlicos
identificados, sete eram 4&cidos fendlicos (acidos galico, vanilico,
siringico, ferdlico, sindpico, salicilico e elagico), 4 flavonoides
(catequina, epicatequina, taxifolina e quercetina) e 1 fenol aldeido
(sinapaldeido). Os &cidos vanilico e ferdlico foram quantificados em
todas as amostras e foram concentrados ap6s o terceiro estagio de
criocongelamento em comparagdo com o EHS inicial. A maior
concentracgdo de acido vanilico e ferdlico foi observada na fragdo C5. O
acido sinapico foi quantificado em todos os estagios de concentracdo e
foi significativamente maior (p <0,05) para as fragdes C3, C4 e C5. O
acido salicilico foi quantificado nas fracdes C3, C4 e C5; mas ndo
mostraram diferencas significativas (p> 0,05). A catequina foi
quantificada nas fragdes C2, C3, C4 e C5 e também ndo apresentaram
diferencas (p> 0,05). O &cido gélico foi quantificado em C4 e C5; e a
quercetina e o sinapaldeido foram quantificados apenas na fragéo C5.
O gelo (G5) apresentou maior teor fenélico que o EHS inicial. Os &cidos
galico, sinapico e salicilico; catequina, epicatequina, taxifolina e
quercetina foram identificados no G5. O acido ferulico foi quantificado
em G5. Segundo Aider et al. (2017), os maiores teores de compostos
fendlicos na fracdo de gelo se devem a interacdo do hidrogénio com a
agua, permitindo que os compostos fendlicos sejam aprisionados nas
moléculas de dgua, sendo transportados para a fracéo de gelo.

Foi possivel observar que cinco dos compostos fendlicos
identificados na castanha de sapucaia (Capitulo 3)forma quantificados
apos o processo de crioconcentracdo dos EHS (acidos galico, sinépico e
salicilico, taxifolina e sinapaldeido).

Atualmente, os polifendis sdo utilizados como ingrediente
funcional em preparacdes alimenticias e suplementos alimentares
(CHENet al., 2017). A ingestdo alimentar de polifenois, como
flavonoides sdo sugeridos para prevenir e diminuir o risco de doencas
cronicas. E provavel que os polifendis tenham papel preventivo e
terapéutico em condigdes inflamatdrias cronicas (MENNEN et al., 2004;
GARCIA-LAFUENTE et al., 2009; CHEN et al., 2017).

ANEXO D e E estdo os cromatogramas representativos das
amostras de EHS inicial e concentrado no estagio cinco (C5),
respectivamente.
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Tabela 4.7: Perfil fenélico (mg g) do extrato hidrossol(vel da torta da castanha de sapucaia (EHS) inicial e fracdo

concentrada (C) para cada estagio de crioconcentracdo.

Compostos fendlicos EHS C1l C2 C3 C4 C5

(mg g”)

Acidos fendlicos

Acido galico <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,011 +0,002* 0,015 + 0,004
Acido vanilico 0,011 +0,002° 0,008 +0,001> 0,008 + 0,001 0,028 £0,004%* 0,051 + 0,00552 0,097 +0,012"
Acido siringico <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

Acido ferdlico 0,016 + 00,0075  0,013+0,00252 0,021 +0,005%2 0,070 + 0,006"%2 0,071 +0,027°%2 0,109 + 0,026"*
Acido sinapico <LOQ 0,006 + 0,001° 0,007 % 0,002° 0,01 4 +0,003" 0,018 + 0,006 0,029 +0,011*
Acido salicilico <LOQ <LOQ <LOQ 0,011 +0,008" 0,022 +0,007* 0,027 + 0,006*
Acido elagico - - <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Flavonoides

Catequina - <LOQ 0,011 +0,007* 0,011 +0,003* 0,013 + 0,009" 0,014 + 0,006*
Epicatequina <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Taxifolina - - <LOQ <LOQ <LOQ 0,009 + 0,002
Quercetina - <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

Aldeido fenol

Sinapaldeido - <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ 0,030 £ 0,001

Os resultados s&o expressos como média + desvio padréo (n = 3). “FDiferentes letras mailisculas na mesma linha apresentaram diferenca
significativa (p <0,05) entre 0 EHS e o C de cada estdgio de crioconcentragio. *“Diferentes nlimeros na mesma linha apresentaram
diferenca significativa (p <0,05) entre 0 C de cada estdgio de crioconcentragdo. -: < LOD (limite de detec¢do). LOQ: limite de

quantificacéo.
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3.4. Avaliacdo do conteudo de compostos fendlicos totais (FT) e
atividade antioxidante

O contelido de FT e atividade antioxidante de cada estagio de
crioconcentracdo para o EHS inicial, as fracGes concentradas (C1, C2,
C3, C4 e C5) e de gelo (G1, G2, G3, G4 e Gb) estdo descritosna Tabela
4.8.

Tabela 4.8: Teor de fendlicos totais (FT) e atividade antioxidante
(ABTS e FRAP) do extrato hidrossollvel da torta de castanha de
sapucaia (EHS) inicial, concentrado (C) e gelo (G) para cada estagio de
crioconcentrago.

FT ABTS FRAP
(mg GAE g?) (umol TEAC g™ (umol TEAC g?)
EHS 6,97 + 0,08 20,63 + 1,252 10,14 + 0,455
Estagiol C1 6,64 + 0,045 29,21 + 0,84 10,90 +0,47%°
G1 3,71 +0,07% 1,74 +0,11¢ 6,31 +0,65°
Estagio2 C2 6,33 + 0,02 30,04 + 1,58 13,03 +0,16%
G2 3,51+0,11¢ 4,68 +0,46™ 5,20 +0,19°
Estagio3 C3 10,0 + 0,092 34,55 +1,27A 32,41 + 0,50
G3 3,77 +£0,04° 3,50 +0,14° 4,38 +0,15°
Estagio4 C4 15,2 +0,03%2 35,65 + 1,16"8%? 39,91 +0,59%2
G4 3,01 +0,05° 4,24 +0,07° 2,78 +0,10¢
Estagio5 C5 20,5 +0,18" 39,20 +0,44%2 49,42 +0,96"
G5 6,57 +0,08° 5,80 +0,10° 4,35 +0,14°

Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo (n = 3). *" Diferentes
letras mailsculas na mesma coluna indicam diferenca significativa (p <0,05)
entre o EHS inicial e o C de cada estagio de crioconcentragdo. ““Diferentes
ndmeros na mesma coluna indicam diferenga significativa (p <0,05) entre 0 C
de cada estagio de crioconcentracio. *"Diferentes letras mindsculas na mesma
coluna indicam diferenca significativa (p <0,05) entre 0o EHS inicial e 0 G de
cada estgio de crioconcentragao.

O contetdo de FT em C1 e C2 diminuiram para a fracdo
concentrada do primeiro e segundo estagio decrioconcentracdo (p
<0,05). No entanto, o efeito dos estagios de crioconcentragdo aumentou
significativamente (p <0,05) para FT em C3, C4 e C5. Segundo Adorno
et al. (2016), as baixas temperaturas durante o processo promovem a
manutencdo de compostos fenolicos. Nas fragbes de gelo, notou-se que
os FT de G4 foi significativamente menor (p <0,05) do que o de todas as
outras fracBes de gelo e o EHS inicial. Além disso, verificou-se que
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osFT de G5 aumentaram significativamente (p <0,05) quando
comparado ao gelo de todas as outras etapas. O aumento dosFT na
fragdo de gelo ocorre, possivelmente, em funcdo das ligaches de
hidrogénio e, consequentemente, os fendlicos podem se ligar a um
grande nimero de moléculas de agua. A alta concentracdo de fendlicos
na solucdo faz com que a &gua intersticial figue menos acessivel ao
congelamento. Como resultado, durante a separacdo do fluido
concentrado e do gelo, a fase congelada permanece rica em FT, e esse
fendmeno pode diminuir a eficacia do processo (AIDERet al., 2007).

Um aumento significativo (p <0,05) foi observado no potencial
antioxidante medido pelo ensaio ABTS em C3, C4 e C5. A maior
capacidade antioxidante (p <0,05) foi observada no ensaio ABTS para
C5(39,20 + 1,27 umol TEAC g™). A atividade antioxidante determinada
pelo ensaio FRAP aumentou significativamente (p <0,05) para todos os
cinco concentrados. Outros estudos também verificaram um aumento na
atividade antioxidante de extratos vegetais concentrados por
crioconcentracdo, como por exemplo, extrato aquoso de erva mate
(BOAVENTURA et al., 2013); extrato de café (MORENOet al., 2014);
soro de leite de tofu (BENEDETTI et al., 2015); e suco de morango
(ADORNOet al., 2016).

Além disso, uma andlise de correlacdo foi usada para explorar
as relacBes entre o FT, FRAP, ABTS e fenolicos individuais medidos
para o EHS inicial e as fragdes concentradas (C) (Tabela 4.9).

Tabela 4.9: Correlacdo entre FT, capacidade antioxidante (FRAP e
ABTS) e compostos fendlicos individuais do extrato hidrossoltvel da
torta da castanha de sapucaia (EHS) inicial e fragdo concentrada (C)
para cada estagio de crioconcentragdo.

Pardmetros FT FRAP ABTS
FRAP 0,9539**

ABTS 0,5358 0,7343**

Acido galico 0,9415** 0,8554** 0,4090
Acido vanilico 0,9794** 0,9214** 0,4920
Acido ferdlico 0,8074** 0,8400** 0,6169*
Acido sinapico 0,8622** 0,8648** 0,6357*
Acido salicilico 0,7344** 0,7304** 0,5125
Catequina 0,4617 0,5411 0,5435
Taxifolina 0,8039** 0,6732** 0,2007
Sinapaldeido 0,8126** 0,6789** 0,2070

**p<0,01; *p<0,05
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Foi encontrada uma correlagdo significativa (p <0,01) entre a
atividade antioxidante medida pelos ensaios de FRAP e ABTS (r =
0,7343). A correlacdo entre 0 ABTS e 0 FRAP é esperada porque todos
esses ensaios compartilham o mesmo principio (transferéncia de
elétrons) (MAet al.,, 2011). Além disso, os compostos fenolicos
individuais quantificados (exceto catequina) mostraram uma correlagédo
positiva e significativa (p <0,01), principalmente com FT e FRAP.
Entretanto, apenas os acidos ferdlico e sindpico apresentaram correlagdo
positiva e significativa (p <0,05) com os ensaios ABTS.

O perfil fendlico do EHS pode explicar o fato das amostras
apresentarem alta atividade sequestradora de radicais observadas pelos
ensaios de atividade antioxidante. Chen et al. (2017) enfatizaram que 0s
grupos hidroxila que se depositam na estrutura molecular dos acidos
fenolicos e flavonoides afetam as propriedades antioxidantes.

Finalmente, a partir do processo de crioconcentragdo em bloco,
considerado uma alternativa econémica e simples ao processo de
concentracdo convencional, foi possivel compreender a composicéo
fisico-quimica e as propriedades funcionais do extrato hidrossoluvel da
torta de castanha de sapucaia. Adicionalmente, nossas descobertas
também nos fazem acreditar que concentrados do EHS do quarto estagio
(ou mais) de criococnetracdo em bloco podem serconsiderados como um
ingrediente promissor para a industria de alimentos.
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4. CONCLUSAO

O processo de crioconcentragdo mostrou-se uma possibilidade
alternativa para a concentragdo do EHS. Observou-se para o quarto
estagio de crioconcentragdo um aumento para o teor de sélidos totais,
proteinas, cinzas e carboidratos, bem como para o contetido de fenélicos
totais e atividade antioxidante. Os resultados mostraram que foi possivel
concentraros compostos nutricionais, o teor de componentes bioativos e
a atividade antioxidante do EHS por meio do processo de
crioconcentracdo em bloco. O resultado desteestudo pode ser relevante
para a producdo de alimentos e / ou bebidas utilizando o EHS
concentrado como um ingrediente para aumentar o valor nutricional, e
consequentemente, aumentar a diversidade de produtos funcionais no
mercado.
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CONSIDERACOES FINAIS

Considerando os resultados obtidos foi possivel observar o
elevado potencial nutritivo da castanha de sapucaia (Lecythis pisonis
Cambess) e de seus subprodutos. A alta atividade antixidante observada
nos extratos da castanha e casca de sapucaia estdo relacionados ao perfil
e a concentragdo de compostos bioativos identificados. Desse modo, a
castanha de sapucaia e seus subprodutos podem ser uma alternativa
futura para aplicacdo em alimentos e em outros campos tecnoldgicos,
como na indUstria farmacéutica e nutricdo animal.

O extrato hidrossoluvel elaborado a partir da torta de castanha
de sapucaia combinado com o processo de crioconcentragdo, originou
um produto com elevado valor nutricional e de compostos bioativos,
sendo esta uma proposta de carater inovador. Com isso, sugere-se uma
possivel utilizacdo do extrato crioconcentrado na industria alimenticia e
farmacéutica. A partir deste extrato hidrossolGvel da torta de castanha de
sapucaia crioconcentrado, rico em compostos nutricionais, fitoquimicos
e com elevado potencial antioxidante, pode-se, futuramente, desenvolver
produtos alimentares, tais como bebidas, iogurtes, biscoitos, pées, entre
outros, com objetivo de enriquecimento nutricional e de compostos
bioativos da sapucaia. Com relacdo as fragdes de gelo, sugere-se novos
estudos com o aproveitamento desta matéria-prima. Ainda, sugerem-se
novos estudos in vivo que avaliem o potencial antioxidante do extrato
hidrossollvel da torta da castanha de sapucaia crioconcentrada. Por fim,
considerando a inesisténcias de estudos relativos a incidéncia de
micotoxinas em castanha de sapucaia, sugere-se uma avaliacdo da
ocorréncia de aflatoxina.
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ANEXO A: Padrfes e parametros da espectrometria de massas para 0s
compostos fenolicos testados em castanha e casca de sapucaia.

Padroes DP EP CEP CE CXP
4-aminobenzoico -20,00 -950 -10,00 -16,00 -2,00
Acido salicilico -25,00 -2,50 -10,00 -24,00 -2,00
Acido sindmico -25,00 -9,00 -10,00 -16,00 -2,00
Acido galico -25,00  -11,00 -12,00 -20,00 -4,00
Acido protocatecuico -26,00 -9,00 -17,32 -17,00 -4,00
Acido p-cumarico -21,00 -400 -17,69 -13,00 -6,00
Taxifolina -95,00 -10,50 -16,00 -30,00 -2,00
Rutina -31,00 -5,00 -34,19 -27,00 -6,00
Quercetina -80,00 -6,00 -14,00 -32,00 0,00
Resveratrol -50,00 -8,50 -18,00 -24,00 -4,00
Miricetina -65,00 -450 -18,00 -34,00 -2,00
Aromadendrina -45,00 -400 -16,00 -32,00 -2,00
Hispidulina -50,00 -7,00 -22,00 -14,00 -4,00
Campferol -75,00 -450 -16,00 -62,00 -2,00
Acido p-anisico -25,00 -5,00 -10,00 -18,00 -2,00
Acido mandélico -20,00 -750 -10,00 -12,00 -2,00
Vanilina -25,00 -3,00 -14,00 -14,00 -2,00
Acido 4 —hidroximetilbenzoico ~ -30,00 -6,50 -10,00 -18,00 -2,00
Acido 3,4 hidroximetilbenzoico  -30,00 -7,00 -10,00 -20,00 -2,00
Umbeliferona -55,00 -450 -10,00 -22,00 -4,00
4-hidroxicinamico -25,00  -10,50 -12,00 -20,00 -2,00
Acido metoxifenilacético -10,00 -10,00 -10,00 -6,00 -2,00
Acido vanilico -30,00 -7,00 -10,00 -18,00 -2,00
4-metilumbeliferona -45,00 -10,50 -10,00 -28,00 -2,00
Coniferaldeido -25,00 -10,00 -12,00 -20,00 -2,00
Acido cafeico -30,00 -11,00 -10,00 -22,00 -2,00
Siringaldeido -25,00  -450 -10,00 -20,00 -4,00
Escopoletina -35,00 -4,00 -12,00 -14,00 -2,00
Acido fertlico -40,00 -7,00 -10,00 -24,00 -2,00
Acido siringico -30,00 -10,50 -12,00 -28,00 -2,00
Sinalpadeido -30,00 -3,00 -12,00 -22,00 -2,00
Acido sinapico -30,00 -12,00 -16,00 -22,00 0,00
Crisina -65,00 -10,00 -20,00 -52,00 -2,00
Pinocembrina -60,00 -12,00 -22,00 -54,00 -2,00
Apigenina -75,00 -9,00 -14,00 -46,00 -2,00
Galangina -75,00 -850 -16,00 -64,00 -10,00
Naringenina -60,00 -4,50 -12,00 -28,00 -2,00
Carnosol -75,00 -5,00 -16,00 -16,00 -4,00
Acido clorogénico -25,00 -5,00 -24,00 -28,00 -2,00
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Acido rosmarinico -50,00 -3,00 -18,00 -28,00 -4,00
Isoquercetina -245,00 -3,00 -48,00 -44,00 -2,00
Naringina -250,00 -4,00 -36,00 -52,00 -2,00
Eriodictiol -75,00 -950 -16,00 -36,00 -4,00
Fustina -45,00 -4,00 -14,00 -38,00 -2,00
Catequina -55,00 -450 -14,00 -34,00 -4,00
Epicatequina -290,00 -4,00 -16,00 -40,00 -2,00
Acido elagico -50,00 -10,50 -16,00 -58,00 0,00
Epicatequina Galato -115,00 -11,00 -16,00 -30,00 -14,00
Epigalocatequina -40,00 -550 -38,00 -30,00 -14,00

DP - Potencial de desagregacdo; EP — Potencial de entrada; CEP — Potencial de
entrada da célula de colisdo; CE — Energia de colisdo; CXP - Potencial de saida
da célula de colisdo.

Fonte: Adaptado de Schulz et al. (2015).
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ANEXO B: Cromatograma representativo da amostra da casca de
sapucaia.
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ANEXO C: Cromatograma representativo da amostra da castanha de
sapucaia.
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ANEXO D: Cromatograma representativo da amostra do extrato
hidrossollvel da torta de castanha de sapucaia (EHS).
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ANEXO E: Cromatograma representativo da amostra de extrato
hidrossolivel da torta de castanha de sapucaia no quinto estagio de
crioconcentracdo (C5).
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ANEXO F - Sistema Nacional de Gestdo do Patrimoénio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen)

Ministario do Mele Amblants
COMSELHO DE GESTAD DO PATRIMONIO GENETICO
EETEMA NACIOMAL BE GESTAS DO PATRINONIO GEMETICO E DO COMHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIAND
Cadasiro de Acess0 N° AAEEEIF

Tipo de Usudricc Embrapa

Responsdvel peio cadastro: 482518TEIT2
TROE4ZERETE
4482002320
Q2438TTE4E0
2213266200
0858 FREIRT
HEEEIIATE
2E008ETEE2
B33B0ETITIE
0383TIIHEEE

Objeto do Aresso: Patriminio Gendtion

0 acesso fol realizads antes de Eim

17HM 172015 ou obteve autorzacho de

acesso ames de 171120157

Tem autorizagio de acesso? M30 - Zem colioitagso em tamitagdo
Finalidade das AuorizacKo:
Pacgulca Clentifioa |:| Bloprocpasgho I:l Decenvolviments Tesnckiglon
Finalidade do Aresso: Pescoulca
Essas atvidades sio baseadas em 2im

acesso reallzsds anteariomentsT:

Nomeros die Cadasiro do Acesso Anberior
ABCOERE

Este cadasino e84 vinculado a Hio
oxydasto anieror de remessa?

Patriménic Genético

Tikubs da Atividade: RECURZDS BENETICOR DE FRUTEIRAS NATIVAZ NA EMERAFA
EMERAPA MEID-HORTE - COLETA, CONSERVAGAD,
PROPAGAGAD, CARACTEREZACAD E DOCUMENTAGACD DE
GERMOPLAZEA

Tikak da Atividade em Ingiés: BENETIK: REFOURCES OF HATIVE FRUITS IN EMERAFA
EMBRAFPA MIDDLE NORATH - COLLECTION. CON3ERVATION.
EPREADING, CHARACTERIZATION AND GERMOPLAZEA

DOCUMENTATION
Resumo da atividade (nclumdo Ac siapac que snwolvem oc trabalhos oom rsourcoc gendticoc de
objetives e resultados esperados ou fruteirac nativac na regido Melo Morte do Eracll clo
oblbidos, conforme o caso) axtremaments ImBadac. & a concervagdo ox citu deccec

germoplacmac & guacs Incignoants diande da divercidade des
scpbolec & da varlabilidacs Intra-scpesfoa sxicisnisc. A sroclo
penstioa & gual vém cendo O e ol ds
fruteirac nativac da regido Melo Morte provooada,
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ANEXO F — Continuac&o.

Resuma ndo sigloso da Aflvidade em
Ingiés

pringipaiments, pela agic antraplea, saminha num ETO0SEED
miulto aselerade, indkando gue medidac urgentes devem car
tomadas vicando ac recgate & & ooncervagdc decce patrimbnio
pendtino. Ac stividades de aoscco ac pabriménlo genddion
wagetal dects projedo fiveram Inklc em 20011 BEE & o eciendem
ate o diac o hoje, cendo sxslucivamenis para ins de pecquica
alantiflos. Tém oomo objetive: 1. Colstar germoplacmia de
trutsirac nativac (baourl, oajd. ajul, shiohd, mangaba, pinha &
capucala) nac dneac de coominola natural da reglido Melo-Nors;
2 Implantar oo Banooc Advos de Germoplacmac (BAG) de Baourl,
Cajd. Cajul Chicha, Mangaba, Finha ¢ fapucala da Embrapa
Malo-Morts; 8. Asalizar caraaterizagdo morfolegloa, agrondmisa,
socfiskologioa, Hiekeo & mokesular Gog germopl de
trutsirac nativac (baourl, oajd. ajul, shiohd, mangaba, pinha &
capucala); 4. Decenvolver sciratdglac para propagagdo
vegelativa doc germoplacmac de frubsiras nativac (baowrl caja,
oajul, ohicha, mangaba. pinha & capucala); £ Decenvolver
sstratéglac para consarvagdo In chu de frubsiras nathvac [baouwrl,
oaja. «ajul, ohioha, mamngaba, pinha e sapwsala); 8. Dooumentar oG
rEOrCOE ganatinos ds Tnutsirac nativac (bacurl, oaja, sajul,
ahlohd, mangaba, pinha & capucala) na regldc Melo-Nors do
Bragll. Oc BAGG de Frutsirae Nativsc da Embrapa Melo-Noris
toram implantados sm 1883, no Campo Exparimental de Terscina,
Pl, cande realizada abé sntdo a inbroduglo de amoctras ds 77

-] , B8 de cajazedra, 37 de cajulzeiro, 14 de
ahilohazeiro, 33 de mangabsin, 12 da pinkeira & 23 o
sapuoalsira. D6 2045506 630 caraoterizados por melo de
gscortborss morokigleos, agrondmisos, so oflckldglons,
fclooguimicos & molsoulame por RAFD & microceatsites. Mio
toram geradoc produbo te para lallzagd
Tha stages thai Inwolve the work with genetis recowrces of
neative frult ireec In the Brazll Mid-Horih reglon are extremely
Iimuttaal, and the sx citu soncarvation of ihacs gemoplacme ane
almosi Incignifcant In face of the cpeoles diverciy and tha
Intra-cpsoifio variabiify. The nadive frult iresc germplacme of
Brazil Mid-Haorth reglon hat basn cubmitted to genetis srocion
sauvced malnly by anthropls action, I undergeing a very

ied prooess, t that urgent muct be
taken in onosr fo recous and precerys thic genstio patrmony.
Tha aoitvitiss of soosce to the genstic patrimony of thic projeat
b=gan on 2000171888 and exiend nowasdaye. baing sxoluclvely for
tha purpoce of colentiflo recearch. They alm to: 1. Collest
pemplacme of baour, yellow mombin, oajul, ahdoha, mangaba,
owctard apple and capucala tresc In areac of natural ooourrenos
In Erazil Mid-Horth reglon; 2. implemend the Active Gernplacm
Banks (BE&3) of Embraps Mid-North; 2. Exsouts maorphologloal,
o soophyckologloal, physlooohemioal and molecal
oharaoterization of native frult treec germplacme; 4. Dewelop
strategiec for vegatative propagation of nathee fnatt frees
pamnplacme; 6. Develop ciratsgisc for In cfu concervation of
neative frult fress (bacwr, yellow mombin, cajul, shiohd, mangaba,
owstard apple and capucala treec); 8. Document ike genetio
racournss of nadive frult fresc In the Brazi Mid-Norin reglon. The
Hatlve Frult Tresc Genabanks of Embrapa Mid-Horih wears
Implamenied in 1688, at the Experimental Fisdd of Terscina, Plaul
Brazil, baing oarried out the Inbroduction of camples of 77




ANEXO F - Continuac&o.

Palawrais Hohawe:

Palawrais chave em inghls:
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asoesses of baowrl, 38 of yellow mombin, 37 of cajul, 14 of ohicha,
33 of mangaba, 12 of cuctard apple and 21 of capuwoala In the
penabankc. The scoscclonc are oharasterized by morphologloal.
I k0. soophyciologloal, phych h: loal and I I
decoriptors by RAPD and miorocateliitec. Mo tsohnologloal
producte weare genarated for oommerodalization.
baourl, sajd. cajul, ohiohd. mangaba, pinha, sapusala, banoo de
grrmoplacma, decorfomne. MEcLos

baourl, caji. sajul, ohiohd. mangaba, pinha, sapucala,
gemmoplacma bank, desoriptors, acoecses

Periodo das Athvidades: QAN 200 Adnda nd inloladc o e Sxsusgsn
Equips
Moma Complato Doowmanio Incttulgdo Masbonalidads

Humberio Umibelino de Sousa " 53304~ Embrapa Erasl
LOCID FLAVD LOFES VASCONCEY v el E43- Srasieira de Pesguiza Agrog Eraszl
EUGEENID CELEO EMERITD ARAL e Te3.993- Emsieira de Pesquiss Agrog Erasl
MARCOE EMAMUEL DA COSTAVE " ADD.343- Srasieira d= Pesquisa Agrog Erasl
FAULS SARMANHO DA COSTA LIM T ABL Z4T-T Srasieira d= Pesquisa Agrog Erasl
WALDENIR CUEIRDZ RBERD " OE. 03 Brasleira de Pesquiss Agrog Erazl
Miara Clideana Cabral Mala " 303,983~ Emsieira de Pesquiss Agrog Erasl
Josué Francisoo da Siva Junior Brasieira de Pesquisa Agrod Brasl
ASTEMIZA MAZARE COSTA BEORG " EeE. 143 UFPE Erasl
VALDOMIRD AURELID BARSOZA AT B4 Brasleirs de Pesquisas Agrog Erasl
CARLDS CE3AR PERERA NOGUE T ETE .44 Erasieira de Pesquisa Agrog Erasl
FRANCIZCO DAS CHAGAZ OLIVE 28,673 Srasieira d= Pesquisa Agrog Erasl
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ANEXO F — Continuac&o.

MIMICA DE SOUSA " 497 D03~ UEZPI Brasl
RAUL FERREIRA DE MIRANDA ME = T16.833- VESPI Erasl
REGINA LUCIA FERREIRA GOMES) " 852 03~ UFF Brasl
REMATC SANTOE ROCHMA " E12.503" UFF Erasl
SERGID EMILIO DOS SANTOS VAL "= 575478 UFP Erasl
BULIMARY DOLUIVEIRA GOMES MOH " 2Ba I3~ UFF Brasl
ROGIANA BORGES DA SILVA "= 515.033-" CHPg Erasl
TAMIRIZ JOANA DOS SANTOE RE " AT TE3- CHMPg Brasl
FERNANDA DEMOLINER = 08500 UFSC Erasl
JANE MARA BLOCE UEsC Erasl

Sobrs o Componsnis do Pairimbnis Genstion AGSccaso

$ acesso a0 patriménio gendfico serd Hic
raniZAdn & Ares RdEpansavel A

seguranga nacknal ou Apuas

Jurisdicionals braslieiras, plataforma

conbinenial & zona scondmica exciushar

Tipo de Componenie Flora [maoedo algas)
Home Clentfoo: Flatonla inclgnle
Reing Flantas

Flln'Divisio MASNOLIDPHYTA
Clasze: MAGHNOLIDPIIDA
Ordem THEALE®

Familla: CLUZIACEAE

Momeis) popukaries]): bazurl
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Trala-s= de varedasde rsdicional local ou
crioula ou raga locaimenie adapiada ou

crioula?

Sobrs a Procsdénola Do Pabrimbnlo Sendtios

Procedinda ds amostra:
Tipo de fonte ex shu:

Instuicio mantenadora da Colegloc

Home da Codegliec

uF:

Municipio:

Latitude:

Longitude:

Eilomia:

Dats o3 col=ts
Procedinda ds amostra:
Tipo de fonte ex shu:

Insttuigio mantenedora da Colegloc

Mome da Codegfoc

uF:

Municipio:

Latitude:

Longitude:

Eilomia:

Data da col=ia
Procedinda ds amostra:
Tipo de fonte &x shu:

Insttuigio mantenedora da Colegloc

Mome da Codegfoc

uF:

Municipia:

Latitude:

Longitude:

Eilormia:

Diats da coleta
Frocedénda dy amosira:
Tipo e fonbe &% shu:

Insttulgio mantensdora da Coleglo:

MNome da Cobegfios
UF:

Municipia:
Latitude:
Longitude:

Diafa do Cadasinc

eruacio do Cadastro:
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Hio

08112018 1280031
Canolulda

Ex shu

Cutrac coleqdec ex citu

Embrapa Meko-Morts

Eamnco Aflve de Sermoplacma de Frudsirac Natlvac da Embrapa Malo-M
Fl

Tarscing

E*E"21" 3

oz ARTEW

Carrado

DBI0&I0TE

Ex cHu

Cubrac solaglec ax iy

Embrapa Melo-Morbe

EBarso Atlve de Gsrmoplacma & Fruisirac Hativac da Embraps Malc-H
Fl

Tarscing

E*E"21" 3

oz ARTEW

Carrado

DBI0&201T

Ex cHu

Cubrac solaglec ax iy

Embrapa Melo-Morbe

EBarso Atlve de Gsrmoplacma & Fruisirac Hativac da Embraps Malc-H
Fl

Taracing

EPE"2I" S

ATTAETEW

Carrado

DEN421E

Ex shu

Outrac Sol8qasc 8X Gty

Embrapa Melo-Morts

Baneo Aflve de Germeplasma de Fruieiras Nailvas da Embrapa Melc-N
Fl

Taracing

BPE"I1" %

ATTAETEW

Conseino de Gestio do Pammanio Gengtico

2tuacic cadastal conforme consulta ac SisGen em 12268 de 061112018,

7
o

SISTEMA HASIONAL DE SESTAD

DO PATRIMANIO GENETICD

E DO OONHESIMENTO TRADICHIMAL
ABESCIAGD - $1S3EH





