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Resumo

A ingestdo de frutos secos pode trazer inimeros beneficios & saide
humana devido a presenga de compostos antioxidantes. Dessa forma, no
presente trabalho pretendeu-se avaliar a actividade antioxidante de varios
frutos secos, designadamente, avelds, nozes, améndoas e pinhdes, adquirides
numa grande superficie da regido e sujeitos a uma extrac¢do com acetona 80%
{(v/v) durante 24 horas. Nas diferentes amostras foi avaliado o teor em fenéis
totais através do método do Folin-Ciocalteau e a actividade antioxidante
através dos métodos do efeito bloqueador dos radicais livres de DPPH e do
Poder Redutaor.

Em termos gerais, as améndoas e os pinhdes foram os frutos secos que
apresentaram os menores teores de fendis totais, 7,0+1,5 e 6,9+12 mg
GAE/gextracor  respectivamente, ao contrario das nozes, nas quais foi
determinado um teor de fendis totais cerca de 38 vezes superior aos anteriores
(268+32 mg GAE/Zesracto). Foram também as nozes que apresentaram maior
actividade antioxidante, tanto em termos de poder redutor (ECso = 0,091+0,015
MEBexraco/ML) como de actividade bloqueadora de radicais livres,
designadamente do radical DPPH (ECsp = 0,060+0,011 mgextracto/ mL). Tendo em
consideracdo os resultados obtides em ambos os ensaios da actividade
antioxidante, os frutos secos podem ser ordenados da seguinte forma: noz >
aveld > pinhdo > améndoa.

Com o presente trabalho demonstrou-se que, em termos gerais, 0s
frutos secos sdo uma fonte natural de compostos bioactivos com potencial para
melhorar a saide humana e reduzir o risco de ocorréncia de doencas. Em

particular, verificou-se que as nozes sfo o fruto seco mais promissor de entre
os analisados.

Palavras-chave: Frutos secos, Fenois totais, Actividade antioxidante.

Abstract

Title: Evaluation of antioxidant activity of nuts

Nuts ingestion may bring several benefits to human health due to the
presence of antioxidant compounds. Owing to this, the present work pretends
to evaluate the antioxidant activities of several nuts, namely, hazelnuts,
walnuts, almonds and pine nuts, acquired in a local supermarket and subjected
to an aqueous acetonic extraction (80% (v/v)), during 24 hours. Total phenolic
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contents in the obtained extracts were estimated by Folin-Ciocalteau assay,
being the antioxidant activity evaluated by two different methods: Free-radical-
scavenging (DPPH) and Reducing power assays.

In general terms, almonds and pine nuts were the ones that gave the
lowest total phenol contents, 7,0+1,5 and 6,9+1,2 mg GAE /Bextrac, TESPECtively,
unlike walnuts that presented the highest total phenol content, being almost 38
times higher than the formers (268:+32 mg GAE/gawac). It was also with
walnuts that the highest antioxidant activity was obtained, either in terms of
reducing power (ECso = 0,091+0,015 mgerace/mL) as free-radical-scavenging
ability, namely of DPPH radical (ECsg = 0,06040,011 mgexiaer/mL). Taking into
account the results obtained for both assays, the ranking of antioxidant capacity
of nut kernels is the following: walnut > hazelnut > pine nut > almond.

The present work demonstrates that in general nuts are a natural
source of bioactive compounds with potential to human health promotion and
disease risk reduction, being walnuts the nut most promising among the fruit
analyzed.

Keywords: Nuts, Total phenols, Antioxidant activity.

Introducao

Uma dieta rica em frutos e vegetais esta correlacionada com um menor
risco de aparecimento de doencas degenerativas crénicas (Blomhoff et al,
2006), associadas ao stress oxidativo, o qual pode contribuir significativamente
para a ocorréncia de todas as doengas inflamatérias, isquémia, cancro, SIDA,
doencas neuroldgicas, entre outras.

Os frutos secos fazem parte da dieta Mediterranica, tendo-se ja
constatado que o seu consumo pode exercer inumeros efeitos
cardioprotectores, provavelmente resultado da componente lipidica que inclui
acidos gordos insaturados, fitoesterdis e tocdis (Hu and Stampfer, 1999).
Alguns trabalhos realizados até ao momento (Durak et al, 1999; Orem et al,
2008) tém fornecido resultados muito positivos em relacao ao uso de uma dieta
rica em avelas, por exemplo, tendo sido verificado um aumento significativo na
razdo do HDL/LDL, critério importante para avaliar o risco de aterosclerose.
Além disso, Durak et al. (1999) verificaram que apds recurso a um suplemento
de avelas, os niveis de malondialdeido (MDA) no plasma baixaram, ao contrario
dos valores do potencial antioxidante que aumentaram. Este facto pode indicar
que as reacgdes de peroxidacdo sdo em grande parte prevenidas por compostos
antioxidantes presentes neste fruto seco.

Tendo em conta estes dados, no presente trabalho pretendeu-se avaliar
o teor em fenodis totais e a actividade antioxidante de varios frutos secos,
designadamente, avelds (Corylus avellana L.), nozes (Juglans regia L.),
améndoas (Prunus dulcis L.) e pinhdes (Pinus pinea L], os quais sdo ingeridos
com frequéncia pela populagio portuguesa, de forma a constatar qual é o que
apresenta maior teor em compostos fendlicos e potencial antioxidante e, por
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fim, determinar o mais promissor para evitar a ocorréncia do stress oxidativg e
de futuras doengas. =

Material e métodos |

Amostras: Os frutos secos, designadamente, avelds, nozes, améndoas e
pinhdes analisados no presente trabalho, foram adquiridos num mercado loca|,
As améndoas e pinhdes retiraram-se a casca e a pelicula e as nozes e avelis
somente a casca exterior foi removida. Todos os frutos foram triturados, num
moinho, imediatamente antes de serem usados na preparacio dos extractos.

Preparacdo dos extractos: Extrairam-se 6 g de cada um dos frutos secos
com 60 mL de acetona a 80% (v/v), tal como descrito por Contini et al. (2008),
durante 24 horas. Os sobrenadantes foram congelados e liofilizados. Todos os
extractos foram redissolvidos nesse mesmo solvente de forma a obter uma
concentracdo de 50 mg/mL.

Determinacdo dos Fendis totais: Misturou-se 1mL de cada uma das
solugdes de extracto com 1 mL de Reagente de Folin-Ciocalteu, tendo sido
adicionado 1mL de solugdo de carbonato de sddio saturada apds 3 minutos e o
volume ajustado a 10 mL com &gua destilada. A reaccdo decorreu no escuro
durante 90 minutos, periodo apds o qual se mediu a absorvéncia a 725 nm. Em
simultineo, preparou-se um branco; sem qualquer extracto. O teor em fendis
totais em cada extracto foi determinado a partir de curvas padrdo preparadas
diariamente com acido galico. Os resultados foram expressos em miligramas
equivalentes de acido gélico (GAE) /gextracto:

Actividade antioxidante:

Efeito blogueador dos radicais livres de DPPH: Prepararam-se
diferentes concentracdes de extracto (0,3 mL) e misturaram-se com 2,7 mL da
solugdo metandlica com radicais DPPH (6 x 105 mol/L). Agitou-se
vigorosamente a mistura e deixou-se repousar no escuro até se obterem
valores de absorvéncia a 517 nm constantes. O efeito bloqueador dos radicais
DPPH foi calculado usando a equacdo: % Efeito bloqueador = [(Apppn -
Ag)/Apppn] x 100, onde As é a absorvéncia da solucdo quando o extracto foi
adicionado e Appes a absorvéncia da solugdo de DPPH. A concentracdo de
extracto que originou uma inibicdo de 50% (ECso) foi calculada a partir do
grafico da percentagem do efeito bloqueador versus concentracio de extracto;

1) Poder Redutor; O poder redutor nos extractos foi determinado de
acordo com o procedimento descrito por Berker et al (2007) com ligeiras
alterac@es. Varias concentragdes de extracto (1 mL) foram misturadas com 2,5
mL de Tampdo Fosfato 0,2 M (pH 6,6) e 2,5 mL de KiaFe(CN)s a 1% (m/v). A
mistura foi incubada a 502C num banho de dgua durante 20 minutos. Deixou-se
arrefecer a mistura a temperatura ambiente e adicionaram-se 2,5 mL de
solucdo de TCA a 10% (m/v). Apds homogeneizacdo da solugao, uma aliquota
de 2,5 mL foi retirada, tendo sido adicionados 0,5 mL de solugio de FeCls.6H20
a 0,1% (m/v). Apos 2 minutos a absorvéncia da solugdo foi medida a 700 nm
(A700) contra um branco de reagente. A concentracdo de extracto que originou
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uma absorvéncia de 0.5 foi designada por ECsp, tendo sido calculada a partir do
grafico da Avao versus concentracgio de extracto. -

Resultados e discussao

Apos realizacdo das extracghes com acetona a E{O% (v/v) verificou-se
que em relacdo aos rendimentos de extraccido (Figura‘1A), o maior valor foi
obtido para os extractos de aveld (16,9+2,6 %), nao sendo detectadas
diferencas significativas (p>0,05) entre os rendimentos de extrac¢do para os
restantes frutos secos. Ja em termos do teor de fendis totais (Figura 1B), os
extractos de nozes foram os que apresentaram as maiores concentragoes,
268+32 mg GAE/gexiracto, Seguidos dos da avela (25,8+14,4 mg GAE/gZextractor). Em
relagdo aos valores obtidos para os extractos aceténicos das avelas e nozes,
25,8 e 268 mg GAE/gexracto, respectivamente, equivalentes a 421 e 1659 mg
GAE/100gfruw, verificou-se que sdo semelhantes aos descritos por Kornsteiner
et al. (2006) para extractos acetdnicos de avelds e nozes, designadamente, 101-
433 e 1020-2052 mg GAE/100gmuw. Relativamente aos pinhdes, o resultado
obtido de 6,9 mg GAE/gestraco 0u 37 mg GAE/100g¢uw, foi novamente idéntico
ao descrito por Kornsteiner et al. (2006) (32 mg GAE/100gfruw).

Em relagio a actividade antioxidante, o poder redutor e o efeito
bloqueador dos radicais DPPH aumentaram com o aumento da concentragio.
Considerando os resultados obtidos em ambos os ensaios (Figuras 1C e 1D), os
frutos secos passam a ser ordenados da seguinte forma face a actividade
antioxidante: noz > aveld > pinhdo > améndoa. Com a améndoa nao foi possivel
atingir o valor de absorvéncia de 0,5 no poder redutor, ndo sendo possivel a
determinacdo do valor ECsp. Estes resultados indicam que os compostos
extraidos das améndoas com acetona a 80% (v/v) ndo apresentam poder
redutor consideravel, provavelmente resultado da falta de capacidade de actuar
como um doador de electrdes e, portanto, ndo serem capazes de inibir a
ocorréncia de reacgdes em cadeia que envolvam radicais por conversdo dos
radicais livres em produtos mais estéveis. Adicionalmente, verificou-se que no
ensaio do efeito bloqueador dos radicais livres de DPPH, o maior valor de ECsp
foi obtido para este fruto seco, indicando novamente a sua baixa actividade
antioxidante. Deve ser referido que as améndoas analisadas no presente
trabalho se encontravam peladas sem o revestimento da pelicula. Esta pelicula
pode ser uma fonte importante de compostos fendlicos, uma vez que
Siriwardhana e Shahidi (2002) verificaram que o maior teor de compostos
fenolicos totais foi obtido em extractos da pelicula castanha das améndoas
(87,8 mg equivalentes de catequina/ g;m,m] quando analisadas em simultineo
com o miolo e a casca verde (8,1 e 71,1 mg equivalentes de catequina/gexractos
respectivamente).

De forma a constatar qual é o fruto seco que apresenta o maior teor em
compostos fenélicos e/ou potencial antioxidante e, portanto, mais promissor
para evitar a ocorréncia do stress oxidativo e de futuras doengas, calcularam-se
e compararam-se os teores fendlicos totais de uma amostra (42 g) dos frutos
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secos analisados. Esta porcéo foi ja utilizada por Arcan e Yemenicioglu (2009)
num estudo comparativo de frutos secos e chas. Como as nozes foram os frutog
secos que apresentaram o maior teor fendlico total no presente trabalho (cerca
de 696 mg GAE/1-porgio), estes resultados indicam que 1-porgdo de nozeg
seria equivalente a 4-porc¢des de avelas, 43-porgdes de améndoas e 45-porgdes
de pinhdes, demonstrando-se que as nozes, seguidas das avelds, sdo as que
mais poderdo contribuir para a dieta humana. No entanto, deve ser referidg
novamente que as améndoas e pinhdes analisados no presente trabalho nig
apresentavam a pelicula, tendo sido esta previamente removida. De facto,
Kornsteiner et al. (2006), Arcan e Yemenicioglu (2009) e Alasalvar et al. (2009)

demonstraram que a pelicula dos frutos secos pode ter grande importéncia na
actividade antioxidante,
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Quadros e figuras
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1A

Rendimento de Extracgio (%)
Fendis Totals (mg GAE /8 coiracia)

Noz Améndoa Pinhio Aveld Noz Améadon Plahko Aveld

Frutos secos
Frutos secos

ic 1D

>15

Poder Redutor (ECsq) (mg/mL)
DPPH (ECsq ) (mg/mL)
=

a
006020010

n
eoris0018

-3

Noz Améndoa Pinhia Aveld Noz Améndea Pinhio Avelis

Frutos secos * Frutos secos

Figura 1 - Rendimentos de Extracgdo (%) (A), Teor em Fendis Totais (mg
GAE/gextracto) (B), Poder Redutar (ECsp expresso em Mgexracto/ ML) (C) e Efeito
bloqueador dos radicais livres de DPPH (ECso expresso em Mgexiracto/mL) (D) de
extractos de frutos secos obtidos apds extracgido com acetona a 80% (v/v)
(n=6).
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