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Resumo: A castanha-do-Para € uma améndoa cultivada na regido Amazonica, com alto teor cal6rico e
protéico. Esta améndoa contém selénio e compostos fendlicos com acdo antioxidante, os quais sao
amplamente usados para combater os radicais livres, responsaveis pelo envelhecimento precoce e doengas
degenerativas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antioxidante e o potencial antimicrobiano
de améndoas de Bertholletia excelsa. Para determinacdo da atividade antioxidante empregou-se o metodo
de sequestro de radical livre DPPH. A atividade antimicrobiana foi determinada pelo método de difuséo
em &gar com as bactérias Gram positivas Staphylococcus aureus e Streptococcus mutans. A avaliacdo da
atividade antioxidante apresentou porcentagem de 71,86 + 1,56 % AA. Os ensaios de atividade
antimicrobiana mostraram que o extrato etandlico de castanha-do-Para ndo foi capaz de inibir o
crescimento bacteriano das cepas, ambas Gram — positivas.
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Determination of the antioxidant and antimicrobial activity of Brazil nuts (Bertholletia excelsa). The
Brazil nut is a nut grown in the Amazon region, with high caloric and proteic content. This nut contains
selenium and phenolic compounds with antioxidant properties, which are widely used to combat the free
radicals responsible for premature aging and degenerative diseases. The objective of this work was to
evaluate the antioxidant activity and antimicrobial potential of Bertholletia excelsa nuts. To determine the
antioxidant activity was employed the method of DPPH free radical sequestration. The antimicrobial
activity was determined by the agar diffusion method with Gram-positive bacteria Staphylococcus aureus
and Streptococcus mutans. The antioxidant activity evaluation showed the percentage of
71.86 + 1.56% AA. The antimicrobial activity assays showed that the ethanolic extract of Brazil nut was

not able to inhibit the growth of bacterial strains, both Gram - positive.
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1 Introducgéo

A castanha-do-Para (Bertholletia excelsa) é uma
améndoa oriunda de planta nativa da familia das
Lecitidaceas, cultivada em toda a regido Amazénica e é
considerada uma das maiores riquezas dessa regido
(SANTOS et al., 2010; FERREIRA et al., 2006).

A producdo brasileira de castanha concentra-se nos
estados do Amazonas, Pard, Acre, Ronddnia, Roraima
e Mato Grosso, sendo que o0s trés primeiros sdo
responsaveis por 80% do volume produzido (SILVA,
2010). A maior parte da castanha brasileira é exportada
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in natura principalmente para a Alemanha, Inglaterra e
Estados Unidos (SOUZA; MENEZES, 2004).

Do ponto de vista nutricional, é reconhecida pelo seu
alto teor de lipidios (60-70%), expressivamente de
acidos graxos poli-insaturados e proteinas (15-20%), e
apresenta como ponto diferencial, elevada porcentagem
de selénio, substancia de efeito antioxidante que vem
sendo referida na prevencgdo de cancer, além de outros
compostos como vitaminas e aminoacidos essenciais,
sendo assim poderia ser considerada um alimento
funcional, se a mesma fizesse parte da dieta diaria das
pessoas. Atualmente ela é consumida diariamente pela
populacdo local na forma in natura, torrada, ou em
forma de farinhas, doces entre outros (FERREIRA et
al., 2006; EMBRAPA, 2009).
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Atualmente o interesse no estudo dos compostos
fendlicos tem aumentado devido a algumas substancias
com ndcleo fendlico, como tocoferol, flavondides e
acidos fendlicos, atuarem como eficientes captadores
de espécies reativas de oxigénio, além de reduzirem e
quelarem ions férrico que catalisam a peroxidacédo
lipidica. Essas substancias tém a capacidade de atuar
como antioxidantes sequestrando radicais livres,
prevenindo significativamente a oxidacdo de lipidios
ou outras moléculas, retardando o envelhecimento e
agindo na prevencdo de diversas doengas (NEVES;
ALENCAR; CARPES, 2009; ROESLER et al., 2007;
ANDRADE et al., 2007). Estes compostos fendlicos
estdo presentes nos vegetais nas formas livres ou
conjugados (ligados a acuUcares e proteinas) e
compreendem um grupo de componentes dietéticos ndo

doencas (BORGUINI, 2006).

Muitas substdncias naturais provenientes de plantas
tém sido identificadas com capacidade de captar
espécies reativas de oxigénio. Essas substancias
apresentam nucleo fenolico contribuindo para a baixa e
significativa reducédo da incidéncia de doencas cronicas
e degenerativas (SOUSA et al., 2007). Atualmente, os
compostos fenodlicos ganharam bastante destaque em
fungdo de suas elevadas atividades antioxidantes
(BRAGA et al., 2010).

Os vegetais sdo capazes de produzir substancias
antibidticas através de sua atividade metabdlica
secundaria, estas substincias sdo utilizadas como
mecanismo de defesa contra acdo de microrganismos
(GONCALVES; FILHO; MENEZES, 2005).

Atualmente, diversas pesquisas de extratos vegetais
com acdo antimicrobiana tem-se apresentado como
uma alternativa para o combate dos microrganismos,
devido a resisténcia destes a multiplas drogas, dessa
maneira tem se realizado buscas continuas de novos
produtos antimicrobianos que sejam eficazes e
econbmicos  para  combater  infeccbes  por
microrganismos patogénicos (PALMEIRA et al,. 2010;
SANTOS et al., 2007).

O objetivo deste trabalho foi determinar as
propriedades antioxidantes dos extratos de castanha-
do-Para (Bertholletia excelsa), pelo método de
seqiiestro do radical DPPHe (2,2 difenil-1-
picrilhidrazil), e bem como avaliar sua atividade
antimicrobiana contra duas bactérias patogénicas gram-
positivas.

2 Material e Métodos

2.1 Material

As castanhas-do-Pard foram adquiridas na forma in
natura, sem casca, no comércio local do Municipio de
Pato Branco, Paranda. Para a realizagdo das analises as
amostras foram trituradas em moinho Marconi MA 630
e secas em estufa a 35 °C por 72 h e armazenadas em
freezer a -4 °C para posteriores analises.
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2.2 Metodologia

2.2.1 Preparo das amostras

O preparo dos extratos etanolicos das amostras de
castanha foi realizado segundo Carpes et al. (2008) e
Alencar (2002). Dois gramas das amostras foram
extraidos com 15 mL de etanol a 80% (v/v). A extragao
foi feita a 70 °C, em banho de agua termostatizado, por
30 min sob agitagdo constante. AplOs essa etapa as
amostras foram filtradas e utilizadas na determinagéo
do contetdo de compostos fendlicos, nos testes de
atividade antioxidante e antimicrobiana.

2.2.2 Determinacédo de Compostos Fendlicos Totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado
pelo método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau
utilizando &cido galico como padréo de referéncia. Este
método envolve a reducdo do reagente pelos compostos
fendlicos das amostras com concomitante formacao de
um complexo azul. Os extratos de castanha foram
diluidos em etanol 80% (v/v) a uma proporg¢do de 1:10
(v/v) e 1:20 (v/v). Aliguotas de 0,5 mL dos extratos
foram transferidas para um tubo com tampa de rosca e
adicionado 2,5 mL do reagente Folin Ciocalteau
diluidos em &gua destilada 1:10. A reacdo ficou em
repouso por 3 a 8 min para entdo ser adicionado 2 mL
de carbonato de sodio a 4% e deixados em repouso por
2 h ao abrigo da luz. A leitura da absorbancia foi
realizada em um espectrofotdmetro modelo Spectrun
SP-2000 UV, no comprimento de onda 740 nm. Um
teste em branco foi conduzido nas mesmas condi¢des.
A quantidade total de fendis de cada extrato foi
quantificada por meio de uma curva analitica contendo
100, 85, 70, 55, 40, 25, 10 pg.mL’1 de acido gélico e os
resultados expressos como equivalentes de &cido galico
(GAE), em mg GAE.g" de castanha (SINGLETON;
JOSEPH; ROSSI, 1965). A quantificacdo dos
compostos fendlicos nos extratos foi realizada em
triplicata.

2.2.3 Analise de flavonoides totais

A concentragdo de flavondides totais foi determinada
pelo método descrito por Park et al. (1998), com
algumas modificagdes. Os extratos de castanha foram
diluidos 1:10 (v/v) e 1:20 (v/v) em etanol 80%.
Aliquotas de 0,5 mL das amostras foram transferidas
para um tubo de ensaio e a elas foram adicionados 4,3
mL de etanol a 80%, 0,1 mL de acetato de potéssio 1
mol/L™ e 0,1 mL de nitrato de aluminio a 10%. Apds
repouso de 40 min as leituras foram efetuadas em
espectrofotdmetro  Spectrun  SP-2000 UV, no
comprimento de onda a 415 nm. Tubos em branco
foram conduzidos nas mesmas condicfes, sem adicdo
de nitrato de aluminio. Foi construida uma curva
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analitica contendo 60, 50, 40, 30,20, 10 e 5 ug.mL’1 de
quercetina, 0s resultados expressos em mg
quercetina.g * de castanha (DOWD, 1959).

2.2.4 Analise da atividade antioxidante

A medida da atividade sequestrante do radical DPPH
foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
Brand-Williams; Cuvelier; Berset (1995). O DPPHe
(2,2-difenil- 1-picrilhidrazil) é um radical organico
estavel que reage em meio alcoodlico com compostos
doadores de elétron ou um radical hidrogénio para
tornar-se uma molécula diamagnética estavel e, desta
forma, é reduzido na presenca de um antioxidante. Para
avaliacdo da atividade antioxidante, 0s extratos
etandlicos da castanha foram reagidos com o radical
DPPH em uma solucdo de etanol. As solucdes estoques
de castanha (0,133 mg.L ™) foram diluidas a proporgdes
de 1:10 (v/v) e 1:20 (v/v). A mistura de reacdo foi
constituida da adicdo de 0,5 mL das amostras, 3 mL de
etanol absoluto e 0,3 mL da solucdo do radical DPPH
0,3 mM em etanol absoluto. O branco especifico da
amostra foi determinado usando 3,3 mL de etanol
absoluto e 0,5mL da amostra. Um tubo contendo 3,5
mL de etanol e 0,3 mL de DPPH 0,3 mM serviu como
controle negativo. Como substancia de referéncia,
utilizou-se o antioxidante fendlico sintético BHT
(butilhidroxitolueno), o qual foi avaliado na
concentracdo final de 100 mg.L™. A acdo antioxidante
da castanha foi analisada pela capacidade dos
antioxidantes presentes na amostra captarem o radical
livre DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidrazil). A reducdo do
radical DPPH foi medida através da leitura da
absorbancia em um espectrofotdbmetro Spectrun SP-
2000 UV, a 517 nm em 60 min de reac&o, a qual altera
a coloragdo de violeta para amarela, apds a redugdo do
hidrogénio arrancado de um composto antioxidante. A
atividade antioxidante foi expressa de acordo com a
Equacdo 1 usada por Mensor et al. (2001), descrita
abaixo.

% AA =100 — {[(abs, - abs,) x 100]}
abs,

)

C

Onde: abs,= absorbancia da amostra; abs,= absorbancia do
branco; abs.= absorbancia do controle.

2.2.5 Avaliagdo da atividade antimicrobiana

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana dos
extratos etanélicos foi empregado o método de difuséo
em 4gar, segundo Blair et al. (1958). Neste estudo,
utilizaram-se dois microrganismos: Staphylococcus
aureus e Streptococcus mutans. Foram aplicados 10 pL
dos extratos etanolicos de castanha-do-Para em
pequenos discos de papel de filtro esterilizados, com 6
mm de didmetro, e dispostos em placas de Petri
estéreis, previamente inoculadas. Aplicou-se também,
10 pL do solvente, etanol 80% (v/v), em pequenos
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discos, sendo estes, utilizados como controle negativo.
O antibidtico Cefepime 30 pug.mL™ foi utilizado como
controle positivo. Apos a incubacdo em estufa a 35 °C
por 24 h, a atividade antimicrobiana foi determinada
através da medida do didmetro da zona de inibicdo
(cm) ao redor de cada disco. As analises foram
realizadas em duplicata.

3 Resultados e Discussao

3.1 Composicao fendlica e atividade antioxidante

O método de Folin-Ciocalteau permitiu quantificar
flavondides e compostos fendlicos presentes nas
amostras. A quantidade total de fendis dos extratos
obtidos por extracdo etandlica foi 2,00 £ 0,03 mg
GAE.g"! amostra, utilizando a curva padrdo do &cido
galico (R? = 0,9999). Em relacdo a quantidade de
flavonoides, a castanha apresentou valor de 0,34 + 0,05
mg quercetina/g de amostra.

Segundo Braga et al. (2010), entre os frutos
tipicamente amazonicos que apresentam consideraveis
concentragbes de compostos fendlicos tem-se a
castanha-do-Pard, com concentracdo de 0,46 a 1,23 mg
GAE.g"' de fruto. Sendo assim, verifica-se que este
valor encontra-se inferior ao observado no presente
estudo (2,00 mg GAE.g?). Entretanto, Chaves et al.
(2008), avaliou extratos de Anacardium occidentale,
castanha de caju, e encontrou valores de compostos
fendlicos equivalentes a 185,44 + 12,04 mg GAE.g™.
Costa et al. (2010), determinou o teor de fendis totais
do extrato etandlico de Sterculia striata, e observou
valores de 63,94 + 559 mg de equivalentes de &cido
gélico (EAG) por grama de amostra.

Os antioxidantes em alimentos podem ser originarios
de compostos que ocorrem naturalmente nos alimentos
ou substancias formadas durante o seu processamento
(SHAHIDI; WANASUNDARA, 1992). Antioxidantes
naturais sdo compostos fendlicos ou polifendlicos que
podem ocorrer em todas as partes da planta. Esses
compostos sdo multifuncionais e podem agir como
agentes redutores (terminadores de radicais livres),
quelantes de metais e receptores do oxigénio singlete.
Os antioxidantes fendlicos de plantas mais comuns séo
os flavonoides, derivados de &cido cindmico,
cumarinas, tocoferdis e acidos organicos. Como fonte
de antioxidante natural pode-se citar as frutas, sementes
e améndoas, soja, Oleos, chas, ervas, vinhos e
especiarias entre outras (MINUSSI et al., 2003).

Os resultados da avaliacdo quantitativa da atividade
antioxidante do extrato etanolico da castanha, avaliado
na concentragdo de 0,133 mg.L™?, mostrou que
Bertholletia excelsa apresenta capacidade sequestrante
do radical DPPH, com atividade antioxidante
equivalente a 71,86 + 1,56 %. Neste estudo, o
antioxidante comercial sintético BHT
(butilhidroxitolueno), apresentou atividade
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antioxidante de 71,66 + 1,21%, quando avaliado na
concentracdo de 100 mg.L™.

As substancias antioxidantes presentes nos extratos
reagem com o DPPH, que é um radical organico
estavel, convertendo-o em 2,2-difenil-1-picrilhidrazina.
O grau de descoloragdo (de violeta intenso
caracteristico do radical para uma coloragdo amarelada
caracteristica do produto reduzido) indica o potencial
antioxidante do extrato. A atividade antioxidante dos
extratos pode ser atribuida & habilidade de sequestrar
radicais livres por meio da doacdo de hidrogénio. Desta
forma, os estudos realizados indicam a presenga de
compostos com alto potencial antioxidante.

Embora, atribua-se a elevada atividade antioxidante da
castanha do para a presenca do selénio (SOUZA,
2004), esta atividade pode também ser atribuida a
composicdo fendlica da castanha. Visto que, o extrato
na concentracdo de 0,133 mg.L* e diluido na
propor¢éo de 1:20 (v/v), apresentou teor de 2,00 * 0,03
mg GAE.g" amostra.

Os compostos fenolicos se incluem principalmente na
categoria de sequestradores de radicais livres,
exercendo sua agdo antioxidante através de outros
mecanismos que catalisam reacfes de oxidacdo. Estes
compostos sdo importantes porque interferem na
oxidagdo dos lipideos e de outras moléculas por uma
rapida doacdo de um atomo de hidrogénio aos radicais
livres, retardando o envelhecimento e prevenindo
contra diversas doengas.

No entanto, a baixa concentracdo de compostos
fenodlicos e de flavonoides totais em amostras de
castanha-do-Pard, indicam supostamente que outras
substancias também poderiam ser os responsaveis pela
acao antioxidante.

Novas pesquisas devem ser realizadas visando
identificar os compostos bioativos responsaveis pela
atividade antioxidante nas amostras de castanha. Cabe
ainda testar outros solventes com diferenca de
polaridade e outras formas de extragdo, buscando
extrair maior nimero de compostos com atividade
bioldgica.

3.2 Atividade antimicrobiana

Os ensaios da atividade antimicrobiana mostraram que
0 extrato etandlico de castanha-do-Pard, ndo foi capaz
de inibir o crescimento das cepas de Staphylococcus
aureus (Figura 1) e Streptococcus mutans (Figura 2),
ambas Gram - positivas. O teste do controle negativo
com etanol 80% (v/v) também ndo apresentou acao
inibitdria, enquanto que o Cefepime, antibidtico usado
como controle positivo, apresentou forte atividade,
inibindo o crescimento dos dois microrganismos
utilizados nas analises. Este teve como didmetro da
zona de inibicdo, aproximadamente 2,0 cm.

Apesar do extrato da castanha-do-Para apresentar alta
porcentagem de atividade antioxidante, o extrato ndo
foi capaz de inibir o crescimento bacteriano contra os
microrganismos testados neste método utilizado. Sua
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natureza lipofilica pode reduzir

antimicrobianas.

as propriedades

E importante ressaltar que a atividade antimicrobiana
difere, principalmente, quando se trata de
microrganismos pertencentes a outros géneros, visto
que no presente estudo foi investigado apenas bactérias
Gram - positivas. Sendo assim, novas pesquisas devem
ser realizadas visando avaliar a atividade
antimicrobiana em bactérias Gram — negativas.

Figura 1: Atividade antimicrobiana contra Staphylococcus
aureus.

Figura 2: Atividade antimicrobiana contra Streptococcus
mutans.

4 Conclusdes

Os extratos etandlicos da  castanha-do-Para
(Bertholletia excelsa), apresentaram baixa quantidade
de compostos fendlicos e flavondides, porém
apresentaram elevada atividade antioxidante. A
atividade antioxidante dos extratos de castanha foi
superior ao antioxidante sintético BHT, muito utilizado
na inddstria de alimentos, podendo ser usado como
antioxidante natural em substituicdo aos sintéticos.

O extrato etanolico da castanha ndo se mostrou
inibitério nem bactericida nas concentragdes testadas
para 0s microrganismos gram-positivos utilizados neste
experimento. Neste estudo, sugere-se que mais
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pesquisas sejam realizadas visando conhecer o
mecanismo de acdo dessa substadncia em bactérias
gram-negativas.
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