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RESUMO

A castanha-do-Para (Bertholletia excelsa) € uma améndoa oriunda da
castanheira, uma espécie arborea tipicamente amazonica. A extracao do 6leo dessa
améndoa é comumente feita por prensagem e origina um subproduto denominado de
torta, que comumente é tratado como residuo por essas industrias. Tendo isso em
vista, esse trabalho buscou investigar a presenca de compostos fendlicos presentes
na torta de castanha-do-Pard e realizar a investigacdo do potencial de atividade
antioxidante e inibitoria de tirosinase nesse material. Para isso, fez-se uso de um
delineamento experimental através de uma andlise fatorial 22 de modo a verificar a
influéncia das variaveis (tempo, temperatura e razao soluto/solvente) sobre a extragéo
desses compostos. A determinacdo do teor de fendlicos totais foi feita através do
método folin-ciocalteau e a determinacdo da atividade de inibicdo de tirosinase foi
determinada por método espectrofotométrico. Os melhores resultados de extracao de
fendlicos foram obtidos quando se aumentou o tempo e diminuiu-se a razéo
soluto/solvente, inferindo em um melhor rendimento de fenélicos quando submetidos
a uma extracéo a 50°C, por 10 min numa razao soluto/solvente de 1/7. A determinagcao
de atividade antioxidante foi feita pelo método de sequestro de NO e apresentou
porcentagens de inibi¢cao iguais ou inferiores a 8,0 % para todos os extratos indicando
uma baixa atividade antioxidante na torta residual de castanha-do-Para. A atividade
de inibicao de tirosinase pelos extratos também foi baixa, apresentando valores entre
4,50 e 25,09 % de inibicao de tirosinase monofenolase (Tyrosina) e valores entre 4,37
e 24,77% de inibicdo de tirosinase difenolase (L-DOPA). A partir do estudo realizado
para verificar a relacdo entre o teor de compostos fendlicos encontrados e 0s
percentuais de inibicdo de NO e de tirosinase concluiu-se que ndo houve correlacéo

entre eles.

Palavras-chave: Bertholletia excelsa; fendlicos; inibidores de tirosinase; atividade

antioxidante



ABSTRACT

The Bertholletia excelsa is an almond native to Brazil nut tree, it is a species
typically Amazonian. The extraction of the oil from this almond is commonly done by
pressing and gives rise to a by-product called pie, which is commonly treated as waste
by these industries. This work aimed to investigate the presence of phenolic
compounds present in the chestnut pie and to investigate the potential of antioxidant
and inhibitory activity of tyrosinase. For this, an experimental design was used through
a factorial analysis 22 in order to verify the influence of the variables (time, temperature
and solute / solvent ratio) on the extraction of these compounds. The determination of
the total phenolic content was done using the folin-ciocalteau method and the
determination of the activity of inhibition of tyrosinase was determined by
spectrophotometric method. The best phenolic extraction results were obtained when
the time was increased and the solute / solvent ratio decreased, yielding a better yield
of phenolics when subjected to extraction at 50 ° C for 10 min at a solute / solvent ratio
of 1/7. The determination of antioxidant activity was done by the NO sequestration
method and presented inhibition percentages equal to or lower than 8.0% for all the
extracts indicating a low antioxidant activity in the brown cake of Para. The activity of
inhibition of tyrosinase by the extracts was also low, with values between 4.50 and
25.09% inhibition of tyrosinase monophenolase (Tyrosine) and values between
4,37and 24,77% inhibition of tyrosinase diphenolase (L-DOPA). In conclusion, was
verified the relationship between the content of phenolic compounds found and the
percentages of inhibition of NO and tyrosinase, it was concluded that there was no

correlation between them.

Keywords: Bertholletia excelsa; phenolics; tyrosinase inhibitors; antioxidant activity
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1 INTRODUCAO

A Castanha-do-Para (Bertholletia excelsa), € uma améndoa oriunda da
castanheira, espécie arbdrea simbolo da regido Amazoénica e que representa grande
relevancia econdmica e importancia social e ambiental para a regido (SILVA et al.,
2013). Essas améndoas, fornecem um 6leo de grande interesse comercial em vista
de sua qualidade, tendo assim, aplicacées em diversos ramos da industria alimenticia
e de cosméticos (MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E
ABASTECIMENTO, 2014).

Os dleos vegetais podem apresentar em sua composicao teores significativos
de compostos bioativos, como compostos fendlicos, tocoferdis e carotenoides, e com
ISso, atuarem como bons antioxidantes combatendo os danos oxidativos causados
pelos radicais livres (COSTA; JORGE, 2011).

De modo geral, os 6leos vegetais tais como o 6leo da castanha-do-Para, podem
ser obtidos por diversas técnicas, dentre as quais esta incluida a técnica de extracao
por prensagem. No entanto, esse método de extracdo apresenta a desvantagem de
gerar subprodutos que muitas vezes sao tratados como residuos agroindustriais pela
indastria de refino de 6leos vegetais, como € o0 caso da torta. A torta € o subproduto
obtido ap6s a prensagem do material vegetal e apresenta ainda em sua composi¢ao
resquicios de 6leo, desse modo, torna-se interessante a pesquisa por compostos

bioativos que possam estar presentes ainda nesse material.

A tirosinase é uma enzima que atua na biossintese da melanina e alterac6es
em seu nivel pode acarretar em desordens pigmentares e desse modo desencadear
doencas dermatologicas como despigmentacdo da pele e cabelo e hiperpigmentacéo
(LOPES, 2015). Desse modo, a busca por novos inibidores tem crescido e, dado que
a inibicdo da tirosinase apresenta relacdo com substancias que apresentem estrutura
fendlica e que esses compostos sao encontrados frequentemente em plantas, a busca
por novos inibidores de origem natural tem intensificado por parte de industrias

farmacéuticas e de cosméticas (MACRINI, 2004).
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Tendo isso em vista, esse trabalho se propde a determinar o teor de fendlicos
totais e estudar o potencial de atividade antioxidante e inibidores de tirosinase em

extratos alcoolicos da torta de Castanha-do-Para (Bertholletia excelsa).
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2 OBJETIVOS
2.1  Objetivo geral

Investigar o potencial antioxidante e inibidor de tirosinase, e a relagéo destes
com o teor de compostos fendlicos totais dos extratos alcodlicos da torta de castanha-

do-Paréa (Bertholletia excelsa).
2.2 Objetivos especificos

> Investigar a melhor eficiéncia de extracdo de compostos bioativos presentes na
torta de castanha-do-Para por meio de extracdo assistida por ultrassom levando-se
em consideracao as variaveis: tempo, temperatura e razdo soluto/solvente;

> Determinar o teor de compostos fendlicos totais presentes em extratos
alcodlicos da torta de castanha-do-Paré utilizando o método Folin-Ciocalteau;

> Determinar o potencial antioxidante de extratos alcodlicos da torta de castanha-
do-Para utilizando o método de sequestro de 6xido nitrico NO;

> Estudar a atividade inibidora de tirosinase em extratos alcodlicos da torta de
castanha-do-Para;

> Realizar estudos de correlacéo entre o teor de compostos fendlicos totais e os
percentuais de inibigdo de tirosinase e de atividade antioxidante de extratos alcodlicos

da torta de castanha-do-Para.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Castanha-do-Para (Bertholletia excelsa)

A Castanheira-do-Para (Bertholletia excelsa) é uma espécie arbdrea, tipica da
regido amazonica e amplamente distribuidas em castanhais ao longo de florestas néao
inundadas pelo Brasil, Guianas, Colémbia, Venezuela, Peru e Bolivia. Uma
castanheira pode alcancar em média 50 metros de altura e mais de 2 metros de base
e da origem a frutos popularmente conhecidos como ouri¢os, onde sdo encontradas
em média 18 castanhas em seu interior. (AMAZON OIL INDUSTRY, 2018; SILVA et
al. ,2013).

Figura 1- Castanheira-do-Para® Figura 2- Ourigos de castanha?

Fonte: Pagina da Embrapa Fonte: Pagina da Amazon Oil Industry
1 Imagem disponivel em: 2 Imagem disponivel em:
https://www.embrapa.br/acre/busca-de- https://www.amazonoil.com.br/castanha-do-

imagens/-/midia/1857001/castanheira para/



16

A castanha-do-Pard como o proprio nome sugere, € uma améndoa tipica da
regido amazobnica, mais especificamente do Para, e apesar de medidas ja haverem
sido propostas com o intuito de modificacdo do nome para castanha-do-Brasil, o termo
castanha-do-Para perdura (ALMEIDA, 2018).

O fruto da castanheira é conhecido por seu sabor, qualidade nutricional e
funcional sendo deste modo, muito apreciada pela populacdo local e estrangeira, 0
gue o torna ainda alvo de grande exportacdo, sendo considerada um dos produtos

n&o madeireiros de maior relevancia para a regido amazénica (SILVA JUNIOR, 2016).

A castanha-do-Para € consumida nas mais diversas formas, seja ela in natura
propriamente dita ou mesmo em sua forma industrializada, o 6leo dessas améndoas,
normalmente obtido por prensagem, € tido como um 6leo de excelente qualidade. Os
ouricos vazios também séo de interesse, sendo muitas vezes utilizados na confeccéo
de produtos artesanais e afins (WADT, 2005).

Essa améndoa possui em sua composi¢cao, constituintes tidos como essenciais
para uma boa alimentac&o, dentre os quais esta o selénio, que possui caracteristicas
antioxidantes que comumente estdo associados a prevencdo de doencas tais como

as relacionadas ao sistema cardiovascular, entre outras (SOUZA; MENEZES 2004).

3.2 Utilizacdo da castanha-do-para pelas industrias alimenticias e de

cosméticos

As sementes de castanha s&o caracterizadas por serem uma excelente fonte
lipidica e seu produto extraido é de extrema importancia para os setores industriais
de cosméticos e alimentos, por conta de seus aspectos qualitativos e quantitativos
(SANTOS, 2012).

A castanha-do-para origina um Oleo comestivel de alta qualidade muito
apreciado pela populacéo local e estrangeira, esse 6leo tem aplicacdo em diversos
produtos farmacéuticos e cosmeéticos tais como: sabonetes, O6leos corporais,

condicionadores entre outros (LIMA; 2009).

A torta de castanha obtida durante o processamento dessa améndoa, também

pode ser reaproveitada de diversas maneiras dentre as quais pode-se citar a sua
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aplicacdo em produtos alimenticios como pées, bebidas, biscoitos entre outros
promovendo o enriquecimento desses produtos (SOUZA; MENEZES 2004).

3.3 Composicao quimica da castanha-do-Para

A castanha-do-Para destaca-se por sua composicao vitaminica onde inclui-se
a vitamina C, e sua composi¢cdo mineral incluindo, principalmente o selénio, os quais
séo frequentemente relacionados a excelente atividade antioxidante apresentada por
essas améndoas. (VERAS; AMARAL; AMORIM, 2007).

Entre os principais constituintes da castanha-do-Para estdo o bario, bromo,
cobalto, césio, magnésio, niquel, rubidio e, principalmente o selénio. J4 em termos de
acidos graxos presentes nessas améndoas, destacam-se 0 palmitico, o oleico e o
linoleico (MARTINS; SILVA; SILVEIRA, 2008).

BALBI et al. 2014, verificaram em seu estudo sobre a composi¢cdo quimica da
castanha que essas améndoas apresentam elevado valor calérico, de proteinas, de
lipideos, carboidratos, fibra alimentar, de selénio. Ele verificou ainda que o teor de
aflatoxinas totais foi inferior a 1,00ug/kg o que indica seguranga em relagao a este

metabdlito toxico.
3.4 A producdo e reutilizacdo de residuos da industria de 6leos vegetais

As extrag0es lipidicas de frutos podem ser feitas através de diversas técnicas,
no entanto, ganha-se destaque o uso da técnica de prensagens. No entanto, essa
técnica tem a desvantagem de dar origem a subprodutos que muitas das vezes néo
sao reaproveitados pela propria industria de processamento de 6leos e desse modo

séo tratadas como rejeitos industriais.

Segundo Santos (2012), o processamento de Oleos vegetais acarreta em
perdas durante as suas etapas, as quais estao relacionadas ao tipo de processamento
aplicado, tecnologia, e outras diversas outras varidveis do processo. Santos (2012)
relata ainda que a parcela de perdas durante o processo pode girar em torno de 15 a
20%.

Os residuos gerados pelo processamento de Oleos vegetais podem atuar como

como fontes de antioxidantes naturais, dado que apresentam ainda resquicios de
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Oleos os quais podem inferir a esse material a presenca de compostos bioativos tais
como os compostos fendlicos (COSTA; BARROS, 2015).

A partir dessas observacdes, vem aumentando-se 0 interesse de
pesquisadores e industrias pelo desenvolvimento de formas de aproveitamento dos
rejeitos industriais, de modo a promover a valorizacdo desses residuos agroindustriais

e dessa forma agregar valor aos subprodutos gerados.
3.5 Antioxidantes

Uma substancia dita antioxidante, € uma substancia que apresenta a
capacidade de retardar ou ainda de inibir completamente a oxidagéo de um substrato,
ainda que esta esteja em baixas concentracbes se comparadas a um substrato
oxidavel (DIAS et al., 2015).

As substancias antioxidantes podem ser classificadas de dois modos,
antioxidantes primarios ou antioxidantes secundarios, e essa classificacdo depende
do modo como a substancia em questéo atua nas medidas protetivas e em que etapa

do processo oxidativo ela atuara (KARLING, 2017).

As substancias caracterizadas como antioxidantes primarios sdo aquelas que
interrompem o processo de propagacao da cadeia de radicais livres por meio da
doacdo de um atomo de hidrogénio ou mesmo de um elétron a um determinado
radical. No entanto, dado que a doacdo do hidrogénio ou do elétron torna o
antioxidante oxidavel uma espécie de radical é necessario que esse radical
antioxidante formado tenha uma baixa energia para que a propagacao de radicais seja
cessada (DECKER et al., 2010).

J& os antioxidantes ditos secundarios, sdo aqueles que atuam segundo Del Ré
e Jorge (2012), na complexagdo com metais, sequestro de oxigénio, decomposi¢ao
de hidroperoéxidos para formar espécie nao radical, absorcéo da radiacdo ultravioleta

ou desativacéo de oxigénio singlete.
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3.6 Radicais Livres e o estresse oxidativo

A designacéo radical livre é dada a estruturas quimicas que apresentam em
sua estrutura elétrons desemparelhados que ocupam um orbital atdmico ou molecular,
0 que as tornam moléculas altamente reativas de grande instabilidade e tempo de
meia vida curto (DALGE, 2014).

J& o estresse oxidativo é a designacdo dada ao desequilibrio entre moléculas
oxidantes e antioxidantes. Esse desequilibrio dar-se quando ha a deterioracdo dos
mecanismos de protecao contra essas espécies ou ainda quando ocorre a producao
acelerada de espécies reativas de oxigénio (ERO) e/ou espécies reativas de
nitrogénio (ERN) (DALGE, 2014).

Substancias que atuam como antioxidantes sdo capazes de promover a
estabilizacdo ou mesmo desativar por completo a acéo dos radicais livres atuando em
diferentes pontos do processo de oxidacdo tais como no sequestro de espécies
ERO/ERN; Reparador de danos causados pela acdo das espécies ERO/ERN e
Quelante de metais (CASTRO, 2012).

3.7 Determinacdo de atividade antioxidante pelo método de sequestro de

oxido nitrico

Na literatura sédo reportados diversos métodos de determinacdo de nitrito e
nitrato, dentre as quais podemos citar a de determinacdo espectrofotométrica, do ion
nitrito através da reacdo de Griess. Esse método baseia-se na reacdo entre o ion
nitrito com a sulfanilamida em meio acido que origina um sal de diazénio que reage
por acoplamento com cloridrato de N- (1-naftil) etilenodiamina (NED) formando um
diazo composto, o0 qual apresenta uma coloracéo avermelhada e pode ser detectado
espectrofotométricamente em comprimento de onda em torno de 540 nm. A figura 3

representa o mecanismo de reacao envolvida no método de Griess (SANTOS, 2013)
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Figura 3- Mecanismo de reacéo envolvida no método de Griess.>

NOy  H,0
HNO,S NH, ~ H,NO,$ N
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Fonte: SANTOS, 2013.

3.8 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo compostos formados por estruturas quimicas que
apresentam hidroxilas e anéis aromaticos, sendo encontrados na forma simples ou de
polimeros, que Ihes atribui acdo antioxidante. Esses compostos podem ter origem
natural ou sintética e estar presentes em vegetais em formas livres ou complexadas a
acucares e proteinas (ANGELO; JORGE, 2007).

Os compostos fendlicos representam um dos mais importantes grupos de
metabolitos secundarios encontrados em espécies vegetais, e sao caracterizados de
diversas maneiras como: fendis simples, acidos fendlicos, flavonoides, entre outros.

Esses compostos podem auxiliar na protecao da planta contra agressées ambientais,

3 Imagem disponivel em:
https://repositorio.ufba.br/ri/bitstream/ri/15799/1/DISSERTA%C3%87A0_JORGE%20LUIS%200LIVEI
RA%20SANTOS_PPGQ_UFBA.pdf
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além de atuar como antioxidante impedindo a oxidacdo de diversos ingredientes em

alimentos, entre os quais destaca-se a peroxidacgao lipidica (SPEROTTO, 2014).

No que diz respeito a estrutura quimica, as classes de compostos fendlicos sao
distinguidas pelo nimero de anéis aromaticos da cadeia e pelo niumero de carbonos
ligados a esta. Podem ser classificados como fendis mais simples ou complexos,
como exemplos de fendis ditos mais simples tem-se os acidos fendlicos e os
fenilpropandides e como exemplo de fendis mais complexos podemos citar os

estilbenos, flavonadides, ligninas e taninos (STAHL, 2011).

3.9 Tipos de compostos fendlicos

Os compostos fendlicos apresentam uma diversidade de estruturas que sao
decorrentes da variedade de combinagdes que ocorrem na natureza originando 0s
ditos polifendis. A gama de estruturas apresentadas por esses compostos, Sao
classificadas em diferentes classes dentre as quais destaca-se os flavonoides, acidos
fendlicos, taninos e tocoferdis (ANGELO; JORGE, 2007).

3.9.1 Flavondides

Os flavonoides sdo uma das classes de compostos fendlicos e sao
caracterizados por apresentarem em sua estrutura quimica dois anéis aromaticos que
sao ligados entre si por meio de uma cadeia de 3 carbonos, o que totaliza 15 carbonos
em sua estrutura, sendo estes apresentados normalmente hidroxilados e/ou
conjugados com moléculas de acucar. Apresentam uma série de compostos
classificados em diferentes classes como por exemplo: flavonas, flavonéis, chalconas,
auronas, flavanonas, flavanas e isoflavondides. Esses compostos podem exercer
diferentes propriedades como por exemplo as farmacoldgicas dentre as quais

podemos citar sua acao anti-inflamatoria e antioxidante (STAHL, 2011).

A figura 3, representa a estrutura quimica dos flavonoides. Variacdes em
substituicdo do anel C resultam em classes de flavonoides e substituicdes dos anéis
A e B sao responséveis pela geragcéo de diferentes compostos dentro de cada classe
de flavondides (ANGELO; JORGE, 2007).
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Figura 4- Estrutura quimica dos flavonéides*
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Fonte: ANGELO; JORGE, 2007.

3.9.2 Acidos fendlicos

Os é&cidos fendlicos representam uma classe de compostos fendlicos
caracterizados por possuir em sua estrutura quimica um anel benzénico, um
grupamento carboxilico e um ou mais grupos de hidroxilas e/ou metoxila (ANGELO;
JORGE, 2007).

Esses compostos sdo divididos em dois grupos: derivados do acido
hidroxibenzéico nos quais estdo incluidos os &cidos, galico, p-hidroxibenzdico,
protocatecuico, vanilico e siringico ou derivados do acido hidroxicinamico que incluem
os acidos caféico, ferulico, p-cumarico e sinaptico, sendo os mais comuns (ANGELO;
JORGE, 2007).

Figura 5- Estrutura quimica dos &cidos hidroxibenzoéicos e hidroxicinamicos ®
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Adido siringico: R, =R, = OCH, Acido fertllico: R, = OCH,, R, =

Fonte: ANGELO; JORGE, 2007.

4 Imagem disponivel em: http://periodicos.ses.sp.bvs.br/pdf/rial/v66n1/v66n1a0l.pdf
5 Imagem disponivel em: http://periodicos.ses.sp.bvs.br/pdf/rial/v66n1/v66n1a01.pdf
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3.9.3 Taninos

Os taninos séao divididos em dois grupos, sendo eles: taninos hidrolisaveis ou
taninos condensaveis. Apesar de ambos apresentarem molécula poli-hidroxifendis ou
seus derivados, esses grupos apresentam grande diferenca estrutural entre si. Os
taninos sdo responsaveis por conferir a frutos, quando presentes em pequenas
quantidades, caracteristicas sensoriais desejaveis ditas “corpo da fruta”, no entanto,
guando esses compostos estdo presentes em grandes quantidades, conferem aos
frutos bem como outros alimentos, caracteristicas adstringentes (DEGASPARI;
WASZCZYNSKYJ, 2004).

3.9.4 Tocoferodis

Dentre as classes de fendlicos, tem-se ainda os chamados tocoferois,
encontrados recorrentemente em espécies vegetais, principalmente em sementes
oleaginosas e folhas. Essa classe € dividida ainda em compostos da série tocdis que
possuem cadeia saturada ligada ao anel e sdo denominados tocoferéis e compostos
da série tocotriendis que possuem cadeia insaturada (ANGELO; JORGE, 2007).

Figura 6- Estrutura quimica do tocotrienol e tocoferol®

CH, CHy CH;
R
‘ o o o CH,
tocotriencl
CH; CH,4 CH,
K/\)\/\‘)\/\)\CHE
tocoferol

Fonte: ANGELO; JORGE, 2007.

6 Imagem disponivel em: http://periodicos.ses.sp.bvs.br/pdf/rial/v66n1/v66n1a01.pdf
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3.10 Determinacao de compostos fendlicos pelo método Folin-Ciocalteau

Segundo S4 et al. (2012), a determinacédo de fendlicos totais € frequentemente
determinada através do método de utilizacdo do reagente folin-ciocalteau. Esse
reagente é composto pela mistura de acidos fosfomolibdico e fosfotunguistico onde o
molibdénio e o tungsténio apresentam estado de oxidagcédo *6 e quando entram em
contato com agentes ditos redutores dao origem a formacdo de molibdénio e
tungsténio azul, cujo estado de oxidacdo se encontra entre *5 e *6. A mudanca de

coloracao € o que permite determinar-se a concentracao de substancias redutoras.
3.11 Inibidores de tirosinase

A tirosinase é a enzima que atua no processo de biossintese da melanina,
pigmento responsavel por inferir algumas de nossas caracteristicas fisicas tais como
a cor da pele e dos cabelos. A tirosinase € uma enzima que contém cobre e reconhece
diversos compostos fendlicos como substrato, dando assim formac¢ao a um complexo
enzimatico cuprico-proteico (MIRANDA; CASTRO; SILVERIO, 2014).

A inibicdo da atividade dessa enzima pode ser alcancada por meio de agentes
redutores que atuam na reducdo da dopaquinona dentre os quais estdo incluidos o
acido ascorbico, e alguns compostos fendlicos que atuam como substratos
alternativos para essa enzima, além de inativadores ndo especificos tais como acidos
ou base que desnaturam a enzima, ou ainda inativadores especificos para essa

enzima como € o caso de substratos suicidas (FREITAS, 2015).

Os compostos inibidores e ativadores da tirosinase sao de elevada importancia
em produtos farmacoldgicos e cosméticos, podendo ser empregados em
medicamentos e cosméticos com acédo clareadores quando atuantes como inibidores
de tirosinase ou ainda atuarem na protecdo da pele humana contra os raios-UV
através da acdo de ativadores de tirosinase (SILVERIO; CASTRO; MIRANDA, 2013).

3.12 Extracdao assistida por ultrassom

A extragdo assistida por ultrassom € uma técnica muito utilizada devido sua
facil operacao e baixo custo além de ndo exigir complexidade no preparo das amostras
e nem necessitar de altas temperaturas e pressao. Essa técnica de extracdo baseia-

se na acao de ondas mecanicas de baixa frequéncia que dao origem a formacao e
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colapso de microbolhas que promovem alta presséo e temperatura em areas pontuais
na solucdo. Desse modo, promove uma maior facilidade de extracdo de elementos,
guebra de células vegetais ou ainda a sedimentacdo de material particulado ou em
suspensao (FERREIRA et al., 2014).

Alguns dos efeitos causados na matriz vegetal pelo uso de ultrassom estéo
relacionadas com a cavitagcdo acustica que promovem uma maior facilidade de
penetracdo do solvente na parede celular da matriz vegetal fazendo assim com que
haja liberacdo do conteudo presente dentro das células, além de que a agitacdo no
solvente facilita o contato entre o solvente e o soluto, permitindo assim uma
penetracdo mais eficiente do solvente na matriz vegetal. Com isso, conclui-se que a
extracao assistida por ultrassom possui muitas vantagens dentre as quais podemos
destacar a reducao de tempo de extracéo e de solvente ou ainda o fato de nao precisar
de altas temperaturas durante a extracao evitando assim com que haja a degradacao
de determinados componentes presentes nos extratos (SILVA; GARCIA;
FRANCISCATO, 2014).

3.13 Espectrofotometria UV-Visivel

Dentre os meétodos analiticos mais convencionais de determinacfes analiticas
estd a espectrofotometria visivel e ultravioleta. Esse método é frequentemente
utilizado para a determinagdo de compostos organicos e inorganicos como, por

exemplo, identificacéo de farmacos (LEMOS et al., 2009).

A regiao ultravioleta do espectro é representada na faixa de 200 a 400 nm, ja
a visivel é encontrada na faixa de 400 a 800 nm. O pico de absorcéo pode apresentar
correlacdo com o tipo de ligacdo existente na espécie analisada, ja que a absorcdo da
regido visivel e ultravioleta mantém uma relacdo de dependéncia com o numero e

arranjo dos elétrons nas moléculas ou ions absorventes (LEMOS et al., 2009).
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Figura 7- Espectro de radiagdo eletromagnética’
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" Imagem disponivel em: http://zeus.qui.ufmg.br/~qgeral/?author=1&paged=2
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4 METODOLOGIA

4.1 Material

O residuo agroindustrial (torta de castanha-do-Para) utilizado para a realizacao
do trabalho foi cedido pela empresa Amazon Oil Industry, situada no municipio de
Ananindeua, no estado do Para.

Figura 8- Torta de castanha-do-Par&

~ AMAZONOIL

RaINSovesE Comipany

4.2  Planejamento experimental

O extrato alcodlico da torta de castanha-do-Para foi obtido através do método
de extracdo por ultrassom com uso do solvente etanol. Foram utilizados diferentes
parametros para a extracdo de compostos bioativos presentes na torta. Para isso,
realizou-se um planejamento experimental fatorial 23, levando-se em consideragéo as

seguintes variaveis: Temperatura, Tempo e Razao soluto/solvente.
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As variaveis utilizadas para a realizacdo da extracdo de compostos bioativos

presentes na torta de castanha-do-Para foram descritas na tabela 1.

Tabela 1- Planejamento experimental: variaveis utilizadas na extragao assistida por ultrassom de

compostos bioativos da torta de castanha-do-Para

Ensaio Variavel 1: Variavel 2: tempo Variavel 3: razédo

temperatura (°C) (min) (soluto/solvente)
1 40 5 1/10
2 40 5 1/4
3 40 15 1/10
4 40 15 1/4
5 60 5 1/10
6 60 5 1/4
7 60 15 1/10
8 60 15 1/4
9 50 10 1/7

4.3

Obtencédo dos extratos

Inicialmente, pesou-se valores de massas de 0,50; 0,71 e 1,25¢g da torta de

castanha-do-Para para cada ensaio, correspondente as razbes soluto/solvente

delimitada pelo planejamento experimental fatorial 22 (tabela 1) para um volume final

de 5 mL de élcool etilico. Em seguida, cada mistura (torta de castanha/solvente) foi
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submetida a extragdo em ultrassom nas temperaturas de 40, 50 e 60 °C e nos tempos
de 5, 10 e 15 min, de acordo com a tabela 1. Com auxilio de uma seringa a qual fora
acoplada algoddo a ponta, realizou-se a filtracdo dos extratos que por fim foram
armazenados em frascos ambar sob refrigeracdo até o momento das analises.

Figura 9- Extratos etandlicos da torta de castanha-do-Para

4.4 Determinacdo de compostos fendlicos totais no extrato alcoodlico da torta
de castanha-do-Para

A determinacao do teor de compostos fendlicos totais presentes nos extratos
etandlicos da torta de castanha-do-Para, deu-se conforme o fluxograma representado

na figura 10.

Figura 10- fluxograma da determinacao de compostos fendlicos totais pelo método folin-ciocalteau
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A determinacao do teor de fendlicos totais foi realizada através da metodologia
descrita por Sperotto (2014), com modificacdes. Inicialmente, adicionou-se a tubos de
ensaio 20 pL do extrato a ser analisado, 1500 pL de agua destilada, 100 pL de Folin-
Ciocalteu 1N e 300 pL de solucéo saturada de carbonato de sédio, em seguida, agitou-
se em agitador vortex por 15 segundos e manteve-se a reagcdo em ambiente escuro
por 30 minutos. Apds esse tempo, foram realizadas as leituras em espectrofotdmetro

UV-Visivel na faixa de 765 nm.

Para a quantificagéo do teor de fendlicos totais, foi plotado um gréafico da curva
de calibracao (figura 11) feita a partir de diferentes concentracdes do padrédo Rutina,
de modo a obter-se a equacédo da reta necessaria para calcular-se as concentracdes

das amostras.

Figura 11- Curva analitica para o padrao de Rutina

0.067 R2%=0.9981
Y = 0.0001032*X + 0.00123
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0 200 400 600
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A partir das concentracdes obtidas através da equacéo da reta e da leitura das
absorbancias para as amostras, foi possivel determinar o teor de fendlicos totais

através da equacao representada no topico 4.5.
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4.5 Célculo para a determinacdo do teor de fendlicos totais do extrato
equivalente a rutina

c(£8) x v(mL) x 100
m (ug)

Teor de fenolicos totais <10g0 de residuo) =

Onde C representa a concentracdo do extrato, V o volume final da solucao
utilizado na extracdo e m representa a massa total de torta de castanha utilizada para

a extracéo.

4.6 Ensaio de captura do 6xido nitrico (NO")

A determinacdo da acdo antioxidante dos extratos etandlicos da torta de
castanha-do-Para por meio da acéo de captura de NO, deu-se conforme o fluxograma

representado na figura 12.

Figura 12- Fluxograma da determinagédo de atividade antioxidante pelo método de captura de NO
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O efeito de captura do oxido nitrico foi medido de acordo com metodologia
descrita por Rocha (2014), com adaptacdes. As analises foram realizadas em tampéo
PBS, pH 7.2 e Nitroprussiato de s6dio 10 Mm. Foram adicionados em tubos de ensaio
300 pL dos diferentes extratos e 300 uL de Nitroprussiato de sodio em tampé&o PBS,
e em seguida incubou-se os tubos contendo os extratos ao abrigo da luz por 90
minutos. Posteriormente, foram adicionados 300 puL do reagente de Griess a cada
tubo de ensaio e encubou-se novamente os tubos ao abrigo da luz por 15 minutos.
Foi feito um ensaio para controle sem a adigdo de amostra. Por fim, realizou-se as

leituras das absorbancias no espectrofotbmetro UV-Visivel na faixa de 570 nm.
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Na acao dos extratos estudados sobre o 6xido nitrico foi determinado, através
do grafico da curva de calibragdo de acido ascérbico (figura 13), o nivel de NO*
liberado na hidrdlise do nitroprussiato de sédio em funcédo da oxidacdo do reagente

de Griess.

Figura 13- Curva padrao de acido ascorbico
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A partir das concentracdes obtidas através da equacéo da reta representada
na figura 13, e da leitura das absorbancias para os extratos, foi possivel determinar-

se o0 poder de inibicdo de NO para as amostras.

4.7 Ensaio deinibicédo de tirosinase

A atividade de inibicdo de tirosinase para os extratos etandlicos da torta de
castanha-do-Pard foi determinada por método espectrofotométrico conforme descrito
por Khatib (2005), com adaptacfes. Foram preparadas 3 solu¢des: uma contendo 500
uL de tampéao fosfato (pH 7,0), 2mL da tirosinase de cogumelo (270 U / mL) e 50 pL
da amostra da solugdo com extrato etandlico da castanha do Par4, como amostras do
teste. O segundo meio reacional contendo 500 pL de tampé&o fosfato (pH 7,0), 2 mL
da tirosinase de cogumelo (270 U / mL) e 50 pL de etanol, para controle do
experimento. A terceira solucado contendo 500 pL de tampéo fosfato (pH 7,0), 2mL da
tirosinase de cogumelo (200 U / mL) e 50 uL de &cido Kéjico (1000 ppm), como
controle positivo. Apés 5 minutos a 25°C, foram adicionados 100 uL de solucéo de L-

tirosina. Apos 20 minutos de reacdo a 25°C, a absorbancia foi medida a 450 nm em
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leitor automético de microplacas (Beckman Coulter, modelo DTX 800,
Lagerhausstrasse - Austria). Para o branco do extrato foram preparadas amostras
contendo solucdo tampéao fosfato de sédio 50 mM (pH 6,5), extrato de M. nigra e L-
tirosina, substituindo a enzima pela solucao tampao utilizada no ensaio, mantendo o
mesmo volume final em todos os pocos (200 uL), com a finalidade de eliminar
variacdes relacionadas a absorbancia da coloracao caracteristica do extrato vegetal e
variacdes relacionadas a absorbancia da coloragéo de L-tirosina, mantendo o mesmo
volume final em todos os pogos (200 uL), com a finalidade de eliminar variacdes
relacionadas a absorbéancia da coloracao caracteristica do extrato vegetal e variacdes

relacionadas a absorbancia da coloracéo de L-tirosina.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Teor de compostos fendlicos totais
Os valores referentes ao teor de compostos fendlicos determinados pelo

método folin-ciocalteau nos extratos foram descritos na tabela 2.

Tabela 2- Teor de compostos fendlicos totais em extratos etandlicos da torta de castanha

Ensaio Temperatura Tempo  Razao soluto/solvente Teor de fendlicos
(°C) (min) totais (JER/100g
extrato)
1 40 5 1/10 0,45+0,01
2 40 5 1/4 0,27 +£0,01
3 40 15 1/10 0,61 + 0,02
4 40 15 1/4 0,41 +0,01
5 60 5 1/10 0,39+0,01
6 60 5 1/4 0,28 £ 0,01
7 60 15 1/10 0,62 + 0,00
8 60 15 1/4 0,28 + 0,07
9 50 10 1/7 1,05+ 0,02

Na tabela 2 € mostrado o teor de fendlicos totais observados para os diferentes
extratos obtidos a partir da torta de castanha-do-Para. E possivel observar que os
extratos apresentaram um baixo teor de compostos fenolicos em sua composicao,
porém, os teores de fendlicos variaram significativamente entre os ensaios realizados,
apresentando valores entre 0,27 + 0,01 e 1,05 £ 0,02 g/100g ER para os ensaios 2 e

9, respectivamente.

Observa-se ao analisar a tabela que a variacdo de temperatura no geral nao

alterou significativamente o teor de fendlicos observados, diferindo dessa observacao
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apenas quando comparados 0 ensaio 4 e 0 ensaio 8, onde o teor de fendlicos
apresentou uma queda significativa quando submetida ao aumento da temperatura de
60 °C, o que pode representar o inicio de uma degradacdo dos compostos fenolicos

presentes nesse extrato.

Observa-se ainda que o0 aumento simultaneo do tempo e da razao
soluto/solvente diminuiu o rendimento do teor de compostos fendlicos totais presentes
nos extratos. Com isso, dado que os ensaios 4 e 8 foram realizados em maior tempo
e razao soluto/solvente, e que isso por si sO acarretaria numa diminuicdo de
rendimento, ao combinar-se esse fato ao aumento de temperatura que pode ocasionar
a oxidacao dos compostos fendlicos, ha grandes chances de esses compostos terem

sofrido degradacdo ocasionando uma diminuicdo no teor de fendlicos totais.

Nota-se também, que o teor de compostos fendlicos sofreu alteracdes
significativas quando submetidos a diferentes razbes de soluto/solvente,
apresentando aumento consideravel quando submetidos as condi¢des de 1/10 e de
1/7, o que é compreensivo ja que um volume maior de solvente em relagdo a amostra
aumenta a eficiéncia de extracdo. SANTOS (2016), em seu estudo com cascas de
pinhdes, observou que o aumento na quantidade de sélidos para um mesmo volume
de solvente acarretou em um efeito negativo para a resposta de fendlicos, o que
segundo ele é explicado pelo fato de o aumento de sélidos tornar a mistura extratora
menos fluida impedindo o solvente de atuar de maneira homogénea em todos o0s

pontos.

Ao avaliar a influéncia do tempo de extracdo no teor de fendlicos totais, nota-
se que o aumento do tempo contribui positivamente para o aumento da concentracao
de fendlicos nos extratos, o que era esperado ja que o aumento no tempo de extracao
acarreta num maior periodo de contato entre o soluto e o solvente aumentando com
isso a eficiéncia de extracdo dos compostos fendlicos. No entanto, ao combinar-se o
aumento do tempo ao aumento da razao soluto/solvente simultaneamente, notou-se
uma menor eficiéncia na extracdo desses compostos indicando novamente a

interferéncia negativa do aumento da razao soluto/solvente para o rendimento.
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Com isso, dado que a temperatura por si s6, ndo causou grandes alteracdes
no rendimento de fendlicos, e que o aumento do tempo e a diminuicdo da razdo
soluto/solvente contribuiram positivamente na concentragéo final desses compostos,
tanto quando avaliados separadamente quanto em sua relacdo quando mantidos a
uma temperatura constante, pode-se dizer que 0s parametros mais indicados na
extracdo desses compostos na torta de castanha-do-Para, seria os observados no
ensaio 9, onde a houve ligeiro aumento no tempo de extracdo e diminuicdo na razao
soluto/solvente que quando combinados a temperatura de 50°C aumentaram
consideravelmente o teor de fendlicos totais, sem provocar a degradacdo desses

COMpostos presentes no extrato.

5.2 Atividade antioxidante por captura do 6xido nitrico (NO")
A partir das concentracdes obtidas através da equacdo da reta e da leitura das
absorbancias para os extratos, foi possivel determinar-se o poder de inibicdo de NO

para os extratos.

A figura 14, representa graficamente a eficiéncia de inibicdo de NO e o teor de

compostos fenolicos em extratos etanolicos da torta de castanha-do-Para.

Figura 14- Representacéo grafica da eficiéncia de inibicdo de NO e o teor de compostos fendlicos em
extratos etandlicos da torta de castanha-do-Para
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Os resultados referentes a atividade antioxidante dos diferentes extratos
etandlicos da torta de castanha-do-Para por meio da acdo de sequestro de oxido

nitrico foram descritos na tabela 3.

Tabela 3- Percentual de sequestro de NO por extratos etandlicos da torta de castanha-do-Para

Ensaio Temperatura Tempo Razao % inibicdo de NO
(°C) (min) soluto/solvente
1 40 5 1/10 3,34+ 0,11
2 40 5 1/4 1,20+ 0,45
3 40 15 1/10 4,13+ 0,24
4 40 15 1/4 6,78+ 0,78
5 60 5 1/10 5,68+ 0,82
6 60 5 1/4 3,40+ 0,56
7 60 15 1/10 5,78+ 0,94
8 60 15 1/4 2,90+ 0,32
9 50 10 1/7 8,00+ 0,97

Os ensaios apresentaram percentuais de inibicdo de NO iguais ou inferiores a
8%, logo, a eficiéncia de captura de 6xido nitrico pelos extratos foi pequena, indicando
uma baixa atividade antioxidante na torta de castanha-do-Para. Essa ocorréncia pode
ter relacdo com a baixa concentracdo de fendlicos observados para os extratos

conforme demonstrado na figura 14, ja que esses compostos contribuem
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positivamente para a acdo antioxidante da castanha-do-Pard. Castro (2012) em
estudo sobre atividade antioxidante em frutas nativas e exoticas brasileiras, observou
uma baixa atividade de sequestro de oxido nitrico, com percentuais de inibicdo nulos
ou inferiores a 50% para as amostras de frutas analisadas, e justificou o fato a grande
instabilidade do radical 6xido nitrico, que dificulta a captura do mesmo, o que desse
modo pode ter contribuido também para os baixos percentuais de captura de éxido
nitrico encontrados para os extratos alcodlicos da torta de castanha-do-Para.

A partir dos dados descritos na tabela 3, nota-se que a capacidade antioxidante
por meio da acao de sequestro de NO, dos diferentes extratos etanélicos da torta de
castanha-do-Para variaram entre si, apresentando valores de inibicdo de NO entre
1,2% para o0 ensaio 2 e 8,0 % para o ensaio 9. Os ensaios 4 e 9 foram os que
apresentaram as maiores capacidades antioxidantes frente ao radical oxido nitrico,

apresentando percentuais de inibicdo de NO de 6,78 e 8,0 %, respectivamente.

A interferéncia das variaveis tempo, razdo e temperatura sobre a atividade
antioxidante determinada pelo método de sequestro de NO foi avaliada para cada
ensaio. Notou-se que em média o aumento da temperatura e do tempo contribuiram
positivamente na capacidade de inibicdo de NO pelos extratos, enquanto que o
aumento da razédo soluto/solvente contribui negativamente. Quando comparados em
sua relacéo, notou-se que ao aumentar-se a relacao tempo e razéo, e temperatura e
razdo houve diminuicdo no percentual de inibicdo de NO, enquanto que para o
aumento da relag&o tempo e temperatura ocorreu um aumento desse percentual. Com
isso, conclui-se que a extracdo mais eficiente seria aquela submetida a um maior
tempo e temperatura e uma menor razéo soluto/solvente o que explica o percentual

mais elevado encontrado para os ensaios 4 e 9.

O grafico representado na figura 15 foi plotado com o intuito de verificar a
correlacdo existente entre o teor de fendlicos totais e 0 percentual de captura de NO

encontrados para os extratos alcodlicos de torta de castanha-do-Para.

Ao observar-se o grafico representado na figura 15, nota-se que o mesmo
apresentou um R?=0,5346 evidenciando que n&o houve correlacdo entre o teor de
fendlicos totais presentes nos extratos da torta de castanha e seu potencial
antioxidante frente ao sequestro de NO. Isso pode ser explicado pelo fato de que,
embora a atividade antioxidante tenha grande contribuicdo do teor de fendlicos
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encontrados na castanha-do-Para, ha outros constituintes que também contribuem
para esta acdo tais como as vitaminas C, E, beta-caroteno e o selénio que séo

considerados bons agentes antioxidante, podendo atuar como bons sequestrantes de
radicais livres.

Figura 15- Grafico de correlagéo entre teor de compostos fendlicos e atividade de sequestro de NO
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5.3 Atividade de inibicdo de tirosinase

Os resultados referentes a atividade de inibicdo de tirosinase dos diferentes

extratos etanodlicos da torta de castanha-do-Para foram descritos na tabela 4.
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Tabela 4- Percentual de atividade inibitéria de tirosinase de extratos etandlicos da torta de castanha-

do-Para
Ensaio Temperatura Tempo Razéo % inibicdo de % inibicéo
(°C) (min) soluto/solvente tirosinase de tirosinase
monofenolase  Difenolase
(Tyrosina) (L-Dopa)

1 40 5 1/10 11,58+ 0,09 4,37+ 0,66

2 40 5 1/4 10,88+ 0,75 18,45+ 0,77

3 40 15 1/10 13,51+ 0,82 9,97+ 0,39

4 40 15 1/4 4,50+ 0,06 24,45+ 0,88

5 60 5 1/10 24,06+ 0,07 24,77+ 0,75

6 60 5 1/4 17,99+ 0,92 18,88+ 0,70

7 60 15 1/10 25,09+ 0,73 16,75+ 0,86

8 60 15 1/4 19,10+ 0,94 16,82+ 0,77

9 50 10 1/7 3,33+ 0,36 4,95+ 0,97

Ao observar-se a tabela 4, nota-se que 0s extratos alcoodlicos da torta de

castanha-do-Para apresentaram um baixo percentual de inibicdo de tirosinase por

parte das amostras de extrato alcodlico da torta de castanha-do-Para, no entanto,

esses valores variaram significativamente entre si, apresentando valores entre 4,50 e

25,09 % de inibicdo da tirosinase monofenolase (Tyrosina) e valores entre 4,37 e
24,77 % para tirosinase difenolase (L-DOPA).
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Miranda; Castro; Silvério (2014), ao avaliarem a atividade de inibicdo da
tirosinase em extratos etandlicos de folhas de jatoba, observaram um percentual de
inibicdo de 48% para 0s extratos o que é considerado baixo e uma completa inibicao
da enzima pelo acido kéjico e concluiram que, dado que o &cido kdjico € uma
substancia com poder inibitorio do tipo incompetitivo, ou seja, age como quelante de
cobre, a inibicho da enzima apresentada no extrato etandlico das folhas néo

ocorreram por acao de inibidores incompetitivos por quelacao de cobre.

Fatores como o baixo percentual de fendlicos encontrados poderiam ter
contribuido para os baixos percentuais de inibicdo de tirosinase, no entanto, dado que
nao houve uma correlacdo expressiva entre eles (figuras 16 e 17), conclui-se que
outras substancias pertencentes a outras classes de metabolitos presentes na torta
de castanha-do-Para possam estar relacionadas a acéo de inibicdo de tirosinase nos

extratos.

Os graficos representados nas figuras 16 e 17 foram plotados com o intuito de
verificar a correlacdo existente entre o teor de fendlicos totais e o percentual de
inibicdo de tirosinase monofenolase (Tyrosina) e difenolase (L-Dopa),
respectivamente, encontrados para o0s extratos alcodlicos de torta de castanha-do-

Para.

Figura 16: Gréafico de correlagdo entre teor de compostos fendlicos e o percentual de inibicdo de

tirosinase monofenolase (Tyrosina)
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Figura 17: Gréafico de correlacdo entre teor de compostos fendlicos e o percentual de inibicao de

tirosinase difenolase (L-DOPA)
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Ao observar-se os gréficos, da relacdo entre o teor de fendlicos totais e o
percentual de inibicdo de tirosinase monofenolase (Tyrosina) e difenolase (L-Dopa)
representados nas figuras 16 e 17, respectivamente, nota-se que ambos nao

apresentaram correlacdo com o teor de compostos fendélicos observados.

A néo correlacédo encontrada pode ser explicada pelo fato de que, apesar de
os compostos fendlicos, segundo Vieira et al. (2015), serem responsavel por parte da
acdo de agentes despigmentantes, por conta de sua estrutura quimica que
apresentam compostos que se assemelham ao da tirosina, tem-se outros compostos
gue também atuam como agentes inibidores.de tirosinase como por exemplo os
lipidios de cadeia longa tais como os triacilglicerdis que revelam um poder inibitério
equivalente ao do &cido Kojico (LOPES, 2015). Tendo em vista que a torta de
castanha é um residuo proveniente da extracdo do 6leo da castanha-do-Para, e que
este ainda apresenta em sua composi¢cao resquicios desse 0leo, isso pode implicar
na presenca triacilglicerois nos extratos etanolicos da torta de castanha-do-Para o que
pode ter influenciado na capacidade de inibicdo de tirosinase por parte dos extratos
analisados.
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6 CONCLUSAO

Ao analisar o delineamento experimental, concluiu-se que a temperatura néao
interferiu significativamente no teor de fendlicos totais extraidos e que o aumento do
tempo e a diminuicdo da razdo soluto/solvente contribuiram positivamente na
concentracao final desses compostos, com isso, verificou-se que 0s parametros mais
indicados para a extracdo desses compostos na torta de castanha-do-Para, foram os
utilizado no ensaio com temperatura de 50 °C no tempo de 10 minutos e razdo

soluto/solvente de 1/7.

Os resultados mostraram que os extratos etandélicos da torta de castanha-do-
Para apresentaram baixos teores de fendlicos totais, porém com diferencas
consideraveis entre os teores obtidos para os extratos, apresentando valores entre
0,27 £ 0,01 e 1,05 + 0,02 g/100g ER.

Os ensaios apresentaram percentuais de inibicdo de NO iguais ou inferiores a
8%, logo, a eficiéncia de captura de 6xido nitrico pelos extratos etanolicos da torta de
castanha-do-Para foi pequena, indicando uma baixa atividade antioxidante na torta de

castanha-do-Para.

. Os resultados deste trabalho mostraram que os extratos alcodlicos da torta de
castanha-do-Para, também apresentaram um baixo percentual de inibicdo de
tirosinase. No entanto, esses valores variaram significativamente entre si,
apresentando resultados entre 4,50 e 25,09 % de inibicdo da tirosinase monofenolase

(Tyrosina) e valores entre 4,37 e 24,77% para tirosinase difenolase (L-DOPA).

Por fim, o estudo de correlacéo entre o teor de compostos fendlicos totais e as
porcentagens de captura de NO e inibicdo de tirosinase para os extratos etanolicos
da torta de castanha-do-Par4 mostraram-se negativas, indicando que ndo ha

correlacao entre eles.

Como sugestdo para continuidade deste trabalho propbe-se realizar o
monitoramento e isolamento das substancias presentes na torta de castanha-do-Para
gue possam apresentar potencial antioxidante e inibitério de tirosinase, pertencentes
as outras classes de metabolitos. Além disto, sugere-se também que seja feita a

realizacdo de um estudo com o Oleo da castanha-do-Para para a verificacdo do
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potencial da atividade antioxidante desse Oleo frente a captura do radical NO,
complementando os resultados, outra sugestdo é que seja feita também a utilizagéo

do solvente hexano para a verificar o potencial antioxidante e inibitorio de tirosina
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