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Resumo

O colesterol elevado é o principal responsavel pelo desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (DCV). Atualmente, o controlo dos niveis de colesterol é realizado
através de inibicao farmacoldgica da sua sintese enddgena e absorcdo intestinal. Contudo,
varios estudos demonstram que a dieta é também um fator essencial na prote¢do contra o
desenvolvimento de DCV. Assim, é aconselhado o consumo de alimentos com potencial
hipocolesterolémico. Destes alimentos fazem parte os frutos secos, tais como améndoas,
castanhas do Brasil, avelds, macadamias, nozes e pistacios, sendo aconselhada a sua
inclusdo numa dieta saudavel e equilibrada, devido ao seu perfil lipidico, em particular os
acidos gordos poliinsaturados e esterdis. Além do mais, os produtos que derivam de
matrizes naturais sdo considerados menos toxicos, com reduzidos ou nenhum efeito
secundario, quando comparados com o0s seus andlogos sintéticos, constituindo uma
potencial fonte de coadjuvantes terapéuticos. Assim, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar as propriedades nutricionais (metodologias AOAC), compostos bioativos
(&cidos gordos: GC-FID; tocoferdis: HPLC-fluorescéncia; esterdis: GC-MS; acUlcares
livres: HPLC-RI) e propriedades hipocolesterolémicas (analise espetrofotométrica) de duas
matrizes selecionadas: améndoa e aveld, apds diferentes tratamentos biol6gicos de
suplementacdo do solo. Os perfis de compostos bioativos lipossollveis demonstraram
elevado potencial para a reducédo das dislipidemias associadas as DCV, em especial pelos
niveis de &cidos gordos insaturados (predominio de &cido oleico e acido linoleico) e pelo
teor em tocoferdis (com destaque para o a-tocoferol) e esterdis. Os diferentes
bioestimulantes aplicados como tratamentos de suplementagéo do solo induziram algumas
diferencas nos teores de tocoferdis, embora em todos os casos tenha sido validado o
potencial de ambos os frutos como alimento funcional com efeitos de prevencdo de
dislipidemias, bem como uma fonte alternativa de compostos de interesse com

aplicabilidade em diferentes industrias (e.g., alimentar, nutracéuticos, cosméticos).

Palavras-chave: acidos gordos; tocoferdis; fitoesterois; améndoa; aveld.
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Abstract

High cholesterol is primarily responsible for the development of cardiovascular
disease (CVD). Currently, cholesterol levels are controlled through pharmacological
inhibition of their endogenous synthesis and intestinal absorption. However, several studies
demonstrate that diet is also an essential factor in protecting against the development of
CVD. Thus, it is advisable to consume foods with hypocholesterolemic potential. These
foods include dried fruits, such as almonds, Brazil nuts, hazelnuts, macadamias, walnuts
and pistachios, being advised to include them in a healthy and balanced diet, due to their
lipid profile, in particular polyunsaturated fatty acids and sterols. Also, products derived
from natural matrices are considered less toxic, with little or no side effects, when
compared to their synthetic analogs, constituting a potential source of therapeutic
adjuvants. Thus, this study aimed to evaluate the nutritional properties (AOAC
methodologies), bioactive compounds (fatty acids: GC-FID; tocopherols: HPLC-
fluorescence; sterols: GC-MS; free sugars: HPLC-RI) and hypocholesterolaemic properties
(spectrophotometric analysis) of two selected matrices: almond and hazelnut, after being
submitted to different biological treatments of soil supplementation. The profiles of fat-
soluble bioactive compounds showed a high potential for the reduction of CVVD-associated
dyslipidemia, especially due to the levels of unsaturated fatty acids (predominance of oleic
acid and linoleic acid) and the content of tocopherols (with emphasis on a-tocopherol) and
sterols. The different biostimulants applied as soil supplementation treatments caused
significant differences in tocopherols content, but the potential of both nuts was proved
highly promising as a functional food with capacity to prevent dyslipidemia, and as an
alternative source of compounds of interest with applicability in different industries (e.g.,

food, nutraceuticals, cosmetics).

Keywords: fatty acids; tocopherols; phytosterols; almond; hazelnut.
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Caracterizacdo da fracdo lipidica de frutos secos produzidos com diferentes bioestimuladores:
potencial atividade hipocolesterolémica

I. Introducéo

O estilo de vida influencia diretamente os habitos alimentares. Nos ultimos anos, o
tempo destinado as refei¢cGes diminuiu, favorecendo o consumo da chamada fastfood ou de
alimentos com baixo valor nutricional, o que acaba por comprometer o estado de saude do
consumidor. A adocdo de dietas desequilibradas, contendo elevadas quantidades de
hidratos de carbono, proteina de origem animal, gorduras saturadas e colesterol, assim
como pobres em vitaminas e minerais, levam ao desenvolvimento de disfungdes
metabolicas que podem resultar em diversas patologias (Correa & Poltronieri, 2016).

No entanto, atualmente verifica-se que o consumidor estd muito mais atento,
preocupado e informado quanto aos riscos associados a dietas desequilibradas e maus
habitos quotidianos. Consequentemente, e procurando dar resposta as novas exigéncias do
consumidor, hd uma tendéncia acentuada na induastria alimentar para a producdo de
alimentos com valores nutricionais e terapéuticos melhorados, designados de alimentos
funcionais. Embora ndo exista uma definicdo consistente e universalmente aceite para este
tipo de alimentos, a Functional Food Science in Europe (FUFOSE) estabeleceu que um
alimento funcional é: “um alimento que possui um efeito benéfico numa ou em vérias
funcdes especificas do organismo, além dos efeitos nutricionais habituais, que seja
relevante para a melhoria do estado de salde e bem-estar ou para a reducdo do risco de
doenca. E consumido como parte de um padrdo alimentar normal. N&o é uma pilula, uma
capsula ou qualquer forma de suplemento alimentar” (Unido Europeia, 2010).

O consumo de alimentos funcionais surge assim como uma opgéo de forma a prevenir
0 risco de desenvolvimento diversas doencas, nomeadamente dislipidemias, um dos
principais fatores que contribui para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares
(DCV). Existem estudos que comprovam gue determinados alimentos (funcionais) ajudam
na reducdo do colesterol (Chen, Jiao, & Ying Ma, 2008; Eussen et al., 2011), prevenindo a
utilizacdo de medicamentos e, consequentemente, reduzindo os efeitos secundarios
associados ao seu consumo (Perez-Calahorra et al., 2019). Em geral, os produtos obtidos
de matrizes naturais sdo frequentemente considerados menos téxicos, com reduzidos ou
sem efeitos secundarios, quando comparados com 0s seus equivalentes sintéticos. Assim,
estas matrizes tém sido alvo de estudo da comunidade cientifica, como fontes de moléculas

biologicamente ativas/agentes terapéuticos (Mohammed Cheurfa & Allem, 2015).
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1.1 Frutos secos como alimentos funcionais e fonte de compostos de interesse

O principal papel da dieta € fornecer os nutrientes essenciais para as necessidades
metabdlicas do organismo, evitando a desnutricdo e promovendo o estado de saciedade e
bem-estar. Desta forma, é garantida uma salde ideal e diversas doengas podem ser
prevenidas (Alkerwi, 2014). Assim, a qualidade da dieta esta fortemente relacionada com

a qualidade de vida.

Atualmente, esta estabelecido que uma dieta nutritiva e saudavel deve ser rica em
frutas, vegetais, legumes, gréos e frutos secos, enquanto a ingestdo de acgucar e sal livres
deve ser limitada. Relativamente aos frutos secos, a sua incluséo na dieta € uma alternativa
interessante, ja que estes sdo conhecidos como um alimento nutritivo com alto teor de
lipidos saudaveis. Além disso, estudos comprovam que a ingestéo diaria de frutos secos é
capaz de diminuir significativamente os niveis de colesterol total e LDL (lipoproteina de
baixa densidade) em humanos (Abbey, Noakes, Belling, & Nestel, 1994). Assim, os frutos
secos surgem como um alimento com propriedades funcionais inerentes, ou seja, uma

excelente opcéo a incluir em dietas nutritivas e saudaveis.

1.1.1 Compostos bioativos presentes em frutos secos
1.1.1.1 Acidos gordos

Os acidos gordos consistem numa cadeia de hidrocarbonetos de comprimento
variavel, com um grupo carboxilo (COOH) numa extremidade e um grupo metilo (CH3) na
outra. Além de variar o comprimento da cadeia, os acidos gordos podem variar o grau de
insaturacdo, sendo classificados como saturados (sem liga¢6es duplas), monoinsaturados
(uma ligacdo dupla) e poliinsaturados (pelo menos duas ligacdes duplas) (McGuire &
Beerman, 2011; Mensink & Katan, 1992).

Os é&cidos gordos, particularmente os acidos gordos insaturados (mono e
poliinsaturados), desempenham diversos papéis no corpo humano. Embora as suas
principais funcdes estejam associadas ao armazenamento e ao fornecimento de energia,
também desempenham funcbes estruturais e metabolicas, especialmente ao nivel da
membrana celular. Os &cidos gordos sé@o armazenados na forma de triacilglicerdis (trés
cadeias de &cidos gordos ligados a uma molecula de glicerol) no tecido adiposo,

funcionando como fornecedores de energia em caso de necessidade (Roth, 2013).
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Estas moléculas sdo parte integrante das membranas celulares, nomeadamente na
forma de fosfolipidos, exercendo funcdes estruturais e contribuindo para a flexibilidade,
fluidez e permeabilidade da membrana. Os fosfolipidos também podem circular no
organismo, formando complexos lipoproteicos que ajudam na digestdo, absorcdo e
transporte de compostos lipofilicos como vitamina E, triacilglicerdis ou colesterol (Li et
al., 2015; Roth, 2013).

Além de alteracGes favoraveis no perfil lipidico plasmatico, uma dieta rica em acidos
gordos pode melhorar as fungdes imunoldgicas do organismo, devido ao seu potencial anti-
inflamatério (Bouic, 2001; Calder, 2015; Wall, Ross, Fitzgerald, & Stanton, 2010),
reduzindo o risco de desenvolvimento de DCV (Estruch et al., 2013; Gillingham, Harris-
Janz, & Jones, 2011; Jogchum Plat & Ronald P, 2001; Schwingshackl & Hoffmann, 2012),
aterosclerose (Pérez-Jiménez et al., 1999), ou cancro (Awad & Fink, 2000; Awad,
Williams, & Fink, 2001; Jing, Wu, & Lim, 2013; Laviano, Rianda, Molfino, & Fanelli,
2013).

Os 0leos de frutos secos, tais como améndoa e aveld, tém sido alvo de interesse, uma
vez que podem ser uma fonte de constituintes bioativos e nutrientes funcionais (Alasalvar,
Amaral, & Shahidi, 2006; Kris-Etherton et al., 1999; Ryan, Galvin, O’Connor, Maguire, &
O’Brien, 2006). Estes sdo essencialmente ricos em componentes lipidicos (cerca de 60%),
especialmente 4cidos gordos monoinsaturados (AGMI), nomeadamente &cido oleico
(Figura 1), tocoferois (p.e., a-tocoferol) e fitosterdis (p.e., B-sitosterol) (Alasalvar,
Shahidi, Ohshima, et al., 2003; Amaral, Casal, et al., 2006; Maguire, O’Sullivan, Galvin,
O’Connor, & O’Brien, 2004; Savage, McNeil, & Dutta, 1997).

Uma dieta rica em AGMI tende a aumentar o colesterol HDL e diminuir as
concentracdes de triacilglicerdis (P. J. Jones, 1999; Mensink & Katan, 1987; Mercanllgil
etal., 2007). Além disso, estudos adicionais comprovam que outros componentes presentes
no Oleo destes frutos reduzem as concentragdes plasmaticas totais de colesterol e de LDL;
estes incluem acidos gordos poliinsaturados (AGPI) (Feldman, 2002; Horrobin & Manku,
1983; P. Jones, MacDougall, Ntanios, & Vanstone, 1997; Weststrate & Meijer, 1998) e
tocotrienol (Qureshi et al., 1991).
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OH

Figura 1 — Férmula estrutural do &cido oleico.

1.1.1.2 Vitamina E: tocoferdis e tocotriendis

Vitamina E é o termo utilizado para uma familia de compostos quimicamente
relacionados, tocoferdis e tocotrienois, os quais compartilham uma estrutura comum
formada pelo anel de cromanol e uma cadeia lateral de prenilo. A vitamina E é, portanto,
constituida por oito compostos quimicos: quatro tocoferois (isoformas a-, -, y- ¢ 6-) €
quatro tocotriendis (também com isoformas a-, B-, y- ¢ 6-) (Figura 2) (Kamal-Eldin &
Appelqvist, 1996; Munné-Bosch & Alegre, 2002). Tais moléculas lipossoltveis diferem
entre si apenas no grau de saturacdo de suas cadeias laterais hidrofébicas do prenilo.

Os tocoferdis sdo reconhecidos como antioxidantes devido a sua capacidade de
proteger as membranas celulares de danos oxidativos induzidos por radicais livres (Arranz,
Cert, Pérez-Jiménez, Cert, & Saura-Calixto, 2008; Fang, Yang, & Wu, 2002; McGuire &
Beerman, 2011), além de terem potencial anti-inflamatério (Tahan et al., 2011). O o-
tocoferol é considerado a forma mais ativa de vitamina E (Kamal-Eldin & Appelgvist,
1996). No entanto, outras isoformas também foram reconhecidas como bioativas. Por
exemplo, o y-tocoferol tem maior potencial anti-inflamatério e é apontado como sendo
mais eficaz na prevencédo de processos relacionados com o cancro (Brigelius-Flohé, 2006;
Hensley et al., 2004; C. S. Yang, Suh, & Kong, 2012). Embora 0 mecanismo de ac¢ao ainda
ndo esteja claramente entendido, ha fortes evidéncias de que os tocoferdis desempenham
um papel importante na prevencdo de algumas doencas cronicas, como doencgas cardiacas
e certos tipos de cancro (Traber & Packer, 1995). Os tocotriendis possuem a capacidade de
atuar de forma positiva no processo de neurodegeneracdo (Brigelius-Flohé, 2006), tendo
propriedades anticancerigenas e redutoras de colesterol (Colombo, 2010).
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(b)
Figura 2 — Formula estrutural geral das isoformas da vitamina E (a) Tocoferdis (a-tocoferol: R1 e R2=CHg;
p-tocoferol: R1=H e R2=CHjs, y-tocoferol: R1=CHs e R2=H, J-tocoferol: R1 e R2=H) (b) Tocotriendis (a-
tocotrienol: R1 e R2=CHgs, p-tocotrienol: R1=H e R2=CHjs; y-tocotrienol: R1=CH3 e R2=H; ¢- tocotrienol:
R1 e R2=H).

A vitamina E é hidrolisada e absorvida no intestino e, por ser uma vitamina
lipossoluvel, este processo depende do funcionamento do pancreas, uma vez que requer
secrecdes biliares e pancredticas para formar micelas que permitirdo a absorcao de vitamina
pelo intestino. ApGs esse processo, a vitamina E torna-se solubilizada e as micelas
resultantes sdo envolvidas por enterdcitos por difusdo passiva e incorporadas em conjunto
com outros lipidos em quilomicrons que sdo secretados no sistema linfatico (Eggermont,
2006; Litwack, 2007; Rigotti, 2007; Stipanuk & Caudill, 2013; Traber, 2007). A vitamina
E ndo é acumulada e sim metabolizada, de forma que é excretada na urina ou na bile.
Estima-se que cerca da metade dos tocoferdis consumidos durante a dieta seja absorvida,
sendo o restante excretado nas fezes (Eggermont, 2006; Stipanuk & Caudill, 2013; Traber,
2007). A deficiéncia de vitamina E pode causar neuropatia periférica ou problemas de
doencas do sangue (Roth, 2013; Traber, 2007).

Nos ultimos anos, os efeitos na saide das isoformas da vitamina E (a, B, vy, ¢ o-
tocoferois e tocotriendis) foram bem documentados (Esterbauer, Dieber-Rotheneder,
Striegl, & Waeg, 1991; Khor & Chieng, 1996). Por exemplo, o 6leo de aveld, excelente
fonte de tocoferois, demonstrou reduzir o risco de doenga coronaria (Rimm et al., 1993).
Além disso, os tocoferois em associacdo com os polifendis e outras substancias, contribuem
para a estabilizagdo do 6leo de aveld e a sua quantidade pode refletir o estado oxidativo do
6leo (Traber & Packer, 1995).
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1.1.1.3 Esteroides

A estrutura bésica de um esteroide possui quatro anéis fundidos, dos quais trés sao
cicloexanos e um ciclopentano (Figura 3). Na maioria dos esterdis, 0s grupos metilo estdo
presentes em C10 e C13 e uma cadeia alquilica (ou cadeia alquilica substituida) também
pode estar presente em C17. Em muitos esterdis, grupos funcionais (OH, CHO, CO ou
COOH) também podem estar ligados ao anel ou presentes na cadeia alquilica (Yadav,
Chandra, Goyal, & Shim, 2013). O colesterol é o esterol animal mais conhecido, mas ha
outros esterdis comuns encontrados em animais, como a testosterona, epitestosterona,

progesterona e estradiol (Barreira & Ferreira, 2015).

Figura 3 - Frmula estrutural basica de um esteroide.

A atividade dos esterois esta diretamente relacionada com a sua estrutura quimica, a
qual possui uma configuracdo especifica. Os acidos biliares foram os primeiros esterois a
serem obtidos na forma cristalina pura e esses compostos sdo formados no figado pela
oxidacdo do colesterol. Também servem como surfactantes para a absorcdo de gorduras do
intestino e para excrecdo de colesterol e outros compostos hidrofébicos (Lednicer, 2011).

O B-sitosterol, por exemplo, esta principalmente relacionado com a redugdo dos
niveis de colesterol e a prevencdo de muitas doencas incluindo varios tipos de cancro, tais
como colon, préstata e mama (Awad et al., 2017).

Os esterdis sdo geralmente associados a compostos anabolicos androgenicos
(principalmente analogos da testosterona) devido ao uso destes medicamentos por atletas
que procuram melhorar o seu desempenho (Lednicer, 2011). Nos homens, os andrégenos
sdo essenciais para manter a funcéo reprodutiva, e desempenham um papel importante na
manutencdo musculo-esquelética, na funcdo cognitiva e na sensacdo de bem-estar. O

androgeno mais importante € a testosterona (Kicman, 2008).
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1.1.1.4 Esterdis

Esterdis, do grego steros (sélido), sdo formas especificas de esteroides, com um
grupo hidroxilo (OH) em C3 (Figura 4) (Fragkaki et al., 2009) que podem ser encontrados
em animais, plantas, fungos e microrganismos (Bernal, Mendiola, Ibafiez, & Cifuentes,
2011). Os esterois derivam de isopentenoides policiclicos hidroxilados com uma estrutura
de 1,2-ciclopentanofenantreno (Abidi, 2001) e compreendem a maior proporcéo da fracéo
insaponificavel de lipidos (Lagarda, Garcia-Llatas, & Farré, 2006).

HO

Figura 4 - Férmula estrutural do esterol.

Assim como nas células animais, nas plantas a membrana plasmatica € muito
enriquecida em esterdis em relacdo a outras membranas celulares. Através da interacao
com fosfolipidos, os esterois sdo capazes de influenciar as funcdes da membrana tais como
difusdo simples, fluidez, ou permeabilidade, modulando também atividades de enzimas ou
receptores ligados @ membrana (Moreau, Whitaker, & Hicks, 2002).

Enquanto o colesterol estd presente nos animais em quantidades relativamente
elevadas, as plantas produzem quantidades reduzidas destes compostos (Abidi, 2001).
Dados de esterois vegetais reportados para alguns alimentos e 6leos vegetais mostraram
que os frutos secos e o0s Oleos contém niveis superiores (>1%) de esterdis
comparativamente a frutas e legumes (<0,05%) (Abidi, 2001). Apesar da porcéo
comestivel de algumas plantas cultivadas poder incluir o colesterol como uma porcéao
significativa dos fitoesterois totais, deve-se notar que é insignificante na dieta humana
quando comparada com a quantidade de colesterol presente na carne e produtos lacteos
(Moreau et al., 2002). Por isso, os esterdis de origem vegetal (fitoesterois), tém recebido

particular atencdo por parte da industria alimentar e organizacdes de saude (Abidi, 2001).
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1.1.1.5 Fitoesteradis

Os esterois e estanois de plantas, conhecidos como fitoesterdis (Figura 5), sdo um
grupo de alcoois esterois lipofilicos, quimicamente similares ao colesterol, mas que

diferem nas cadeias laterais e na saturacéo da estrutura ciclica (MacKay & Jones, 2011).

HO

Figura 5 - Férmula estrutural de um fitoesterol.

Os fitoesterois ocorrem em cinco formas comuns: alcool livre, ésteres de acidos
gordos, glicosideos de esterilo e glicosideos de esterilo acilados, sendo as trés ultimas
formas genericamente designadas como conjugados de fitoesterol (Moreau et al., 2002).
Os frutos secos (améndoas, amendoim, avelas e nozes de macadamia) e os produtos a base
de cereais (centeio, trigo, cevada e aveia) sdo uma fonte significativa de esterois vegetais
naturais (Lagarda et al., 2006). A ingestdo diaria de 1,5 a 3 g de fitoesterol é suficiente para
reduzir o colesterol LDL em 7-12% (Katan et al., 2003; Ras, Geleijnse, & Trautwein, 2014;
Scholz, Wocheslander, Lander, & Engel, 2015).

Estas moléculas sdo também conhecidas por apresentarem atividade antioxidante,
anti-inflamatoria e antitumoral, entre outras atividades bioldgicas (Liang et al., 2011). De
facto, os fitoesterois sdo conhecidos por exercerem efeitos de reducdo das lipoproteinas de
baixa densidade (LDL), vulgarmente designadas de forma pouco rigorosa como “mau
colesterol”. Estes compostos sdo capazes de bloquear os locais de absorcdo do colesterol
no intestino humano, diminuindo o nivel de colesterol plasmético associado as LDL.

Em diversos estudos ndo foi possivel analisar a composicdo de fitoesterdis
conjugados devido a hidrélise alcalina ou acida, mas o P-sitosterol, estigmasterol,
colesterol, campestanol e sitostanol foram descritos como sendo os fitoesterois mais
abundantes em plantas (Robbins, Shin, Shewfelt, Eitenmiller, & Pegg, 2011; Zhao, Shen,
Chang, & Kim, 2013). A unica diferenca estrutural entre sitosterol e colesterol consiste
num grupo etilo adicional presente na posicdo C24 no sitosterol, o qual provavelmente é

responsavel pela sua baixa absor¢do (Marangoni & Poli, 2010).
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1.2 Frutos secos e dislipidemias
1.2.1 Metabolismo do colesterol

O colesterol (Figura 6) é encontrado principalmente em gorduras de origem animal,
quase totalmente na forma livre (ndo esterificado). Entre as principais fontes alimentares
estdo a gema de ovo, leite e derivados, carne bovina, pele e visceras de aves (Ros, 2009).
O colesterol é um componente crucial que mantem a fluidez e permeabilidade da
membrana celular nos vertebrados (Sozen & Ozer, 2017). Além disso, é uma substancia
envolvida em varias fun¢es no organismo, sendo precursor das hormonas esteroidais, dos
acidos biliares e da vitamina D (Ros, 2009). O colesterol essencial € produzido pelo figado,
enquanto o excedente provem de fontes externas, ou seja, da alimentacdo (Hanning,
Lingbeck, & Ricke, 2016). Assim, sdo necessarios mecanismos reguladores para equilibrar
a taxa de sintese de colesterol dentro do organismo em propor¢do com a sua taxa de
excrecdo. Tal equilibrio depende do balango entre ingestao, absorcéo e excre¢do no qual o
figado possui um papel central na regulacdo (Ros, 2009).

Um desequilibrio nesta regulacéo pode conduzir ao aumento dos niveis de colesterol

no plasma, podendo levar a ocorréncia de doencas cardiovasculares (Ros, 2009).

Figura 6 — Formula estrutural do colesterol.

O colesterol livre pode ser armazenado no figado através da formacéo de ésteres de
colesterol ou associado a lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL), juntamente com
triacilglicerdis e apolipoproteinas, sendo de seguida secretado para a circulagdo sanguinea.
Durante a circulacdo no sangue, as VLDL perdem o seu conteudo em triacilglicerdis, pela
lipoproteina lipase e hepatolipase, sendo convertidas em lipoproteina de densidade
intermediaria (IDL) e depois LDL (Sozen & Ozer, 2017).
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Existem pontos criticos para a manutencdo da concentracdo de colesterol total no
organismo: a sua sintese no figado e a circulacdo entero-hepéatica com a secrecdo do
colesterol na bilis e a sua reabsorcao parcial, em conjunto com o colesterol proveniente da
dieta (Marques, 2013).

Sabe-se que, para que ocorra a absorcao entérica de colesterol, € necessario que o
organismo realize uma emulsificacdo, na qual ha a formacdo de micelas mistas de sais
biliares e lipidos, aléem da realizacdo de mecanismos passivos baseados no equilibrio
relativamente rapido entre o colesterol e os conjuntos hidrofobicos dos constituintes
micelares (Coreta-Gomes, Vaz, Wasielewski, Geraldes, & Moreno, 2012).

Os produtos alimentares funcionais que tém por objetivo o tratamento da
hipercolesterolemia atuam essencialmente a nivel da insolubilizacdo do colesterol nas
micelas, alterando o equilibrio entre as concentracfes de &cidos biliares e a concentracao
micelar critica (CMC) (Woollett et al., 2006).

1.2.2 Doengas associadas a elevados niveis de colesterol

Recentemente, 0 aumento nos niveis de colesterol no sangue (hipercolesterolemia)
tem-se tornado um grave problema de saude. Sabe-se que a hipercolesterolemia é um fator
de risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares, incluindo aterosclerose,
enfarte do miocardio e acidente vascular cerebral (Avci, Kupeli, Eryavuz, Yesilada, &
Kucukkurt, 2006). Tal disfuncdo também aumenta a geracdo de radicais livres (Prasad &
Kalra, 1993), nomeadamente de radicais livres de oxigénio, como o anido superdxido ou o
peroxinitrito, 0s quais possuem um papel significativo na patogénese de muitas doencas
como cancro e disturbios inflamatorios.

Em pacientes hipercolesterolémicos, o excesso de colesterol é depositado nas artérias
levando ao seu estreitamento e, dessa forma, restringe o fluxo sanguineo para o coracgdo. O
bloqueio de sangue rico em oxigéenio para 0 cora¢do pode causar angina e levar a um ataque
cardiaco (Hanning et al., 2016). Além disso, a hipercolesterolemia tem sido associada a
alguns tipos de cancro (Baek et al., 2017) e diabetes tipo 2 (Razi, Forouzanfar, Bandarian,
& Nasli-Esfahani, 2017). Os pacientes hipercolesterolémicos recebem tratamento
farmacologico, o qual atua na inibigdo da sintese e absor¢éo do colesterol com a finalidade

de reduzir os riscos de ataque cardiaco (Correa & Poltronieri, 2016).
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Para inibi¢do da sintese de colesterol, recorre-se ao uso de estatinas, enquanto que
para a inibicdo da absorc¢éo intestinal utilizam-se polimeros como a ezetimiba. No entanto,
tais métodos possuem eficacia reduzida apos uso prolongado. Desta forma, os pacientes
devem associar ao tratamento uma dieta equilibrada com baixos niveis de colesterol. Além
dos medicamentos sintéticos, outros potentes inibidores, como os peptideos oriundos da
digestdo de algumas proteinas de origem vegetal (Fontanari, Batistuti, Cruz, Saldiva, &
Aréas, 2012) apresentam efeitos hipocolesterolémicos comprovados e referenciados na
literatura (Correa & Poltronieri, 2016).

1.2.3 Potencial hipocolesteroléemico de matrizes naturais

As proteinas de origem vegetal, presentes em leguminosas tais como tremoco, soja,
lentilha e feijdo, estdo descritos como possiveis coadjuvantes no controlo ou prevencédo de
doencas cardiovasculares, devido seu efeito hipocolesterolémico (Correa & Poltronieri,
2016).

Este efeito é ocasionado por peptideos bioativos oriundos da hidrélise dessas
proteinas, os quais desempenham papel importante na regulacdo e modulacdo metabolica
do colesterol (Barbana, Claire, & Irene, 2011; Fontanari et al., 2012).

Desta forma, os mecanismos envolvidos em tal efeito resumem-se a reducdo da
absorcédo do colesterol e reabsorcdo dos acidos biliares o que, por consequéncia, promove
0 aumento da sua excrecdo por meio da inibicdo da solubilizacdo micelar do colesterol, e
modulacdo génica dos seus transportadores. Outro mecanismo relevante sugere a reducao
da sintese do colesterol por meio da inibicdo da atividade da enzima HMGR. Ou seja, as
proteinas podem atuar tanto em mecanismos exdgenos como endogenos (Correa &
Poltronieri, 2016).

Os frutos secos sdo também recomendados como um constituinte importante de
dietas saudaveis, devido a presenca de quantidades significativas de fitoesterois. Entre eles,
estdo as améndoas, castanhas do Brasil, avelds, macadamia, amendoins, nozes, pistacios e
castanha de caju como os mais consumidos (Vadivel, Kunyanga, & Biesalski, 2012).
Estudos demonstram que a incluséo destes alimentos na dieta resulta na protecéo contra a
mortalidade devido ao desenvolvimento de doenga cardiaca coronaria (DCC), acidente
vascular cerebral, hipertensdo, cancro, entre outros (Orozco-Beltran et al., 2017; Salas-
Salvadd et al., 2008).
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Na Tabela 1 estdo descritos alguns desenvolvimentos em andlises de matrizes

naturais aplicadas como potenciais agentes hipocolesterolémicos.

Tabela 1 - Matrizes naturais e o potencial hipocolesterolémico.

Matriz natural Efeitos fisioldgicos de saude Referéncia

Proteina de soja Ha confirmacéo do efeito hipocolesterolémico e o (Maki et al., 2010)
aumento da excrecdo fecal de &cidos biliares nao
contribui para tal efeito.

Proteina de soja A suplementacdo da proteina da soja reduz os  (Reynolds et al., 2006)
lipidos séricos em adultos hipercolesterolémicos e
0 seu consumo pode ter efeito benéfico na
prevencdo de doencas coronarias.

Hidrolisado proteico Os peptideos bioativos do  feijdo-caupi (Marques, Fontanari,

de feijao-caupi demonstraram potencial hipocolesterolémico. Pimenta, Soares-Freitas, &
Aréas, 2015)

Aveld O extrato de avela utilizado como suplementacdo  (Hatipoglu et al., 2004)

na alimentag8o de coelhos foi capaz de reduzir os
niveis de colesterol.

Lentilha A capacidade ligante da proteina da lentilha aos (Barbana et al., 2011)
sais biliares sugere propriedades redutoras de
colesterol.

Tremoco O tremoco apresenta efeitos enddgenos no  (Fontanari et al., 2012)

metabolismo do colesterol e um efeito protetor do
desenvolvimento de esteatose hepatica.
Produtos marinhos De todos os produtos marinhos analisados (Copeman & Parrish, 2004)
(Bacalhau-do-atlantico, Mexilh&o-comum,
Molusco do mar, Berbigdo, dentre outros), o 6leo
de figado de bacalhau é o mais recomendado para
pessoas com doenga cardiaca.
Sementes de uva Os resultados afirmaram que a suplementacdo (Jiao, Zhang, Yu, Huang, &
pode diminuir o nivel plasmatico de colesterol Chen, 2010)
total e triacilglicerol em hamsters.
Sementes de feno-grego  Os resultados mostraram que o extrato de feno-  (Belguith-Hadriche et al.,

grego reduziu a hipercolesterolemia e regulou o 2013)

estado antioxidante em ratos alimentados com

colesterol.
Sementes de pistacio Os extratos de Pistacia lentiscus mostraram  (Mohammed Cheurfa &

propriedades hipocolesterolémicas. Allem, 2015)
Coalhada de cha verde As proteinas de leite de soja podem ser utilizadas (Moumita et al., 2018)
fortificada com soja como uma fonte de bioativos que podem ser

empregados na prevencdo de  doencas
cardiovasculares.
Azeite O estudo mostra que a Olea europaea pode ser (M. Cheurfa et al., 2019)
considerada como uma alternativa natural efetiva
para o controlo da hipercolesterolemia, reduzindo,
consequentemente, o risco de aterosclerose.
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1.3 Extracao e caracterizacdo de compostos bioativos lipidicos de matrizes
naturais

Para que o uso de uma determinada matriz natural como fonte de compostos bioativos
seja bem-sucedido, é necessario, em primeiro lugar, selecionar e adequar a metodologia de
extracdo das moléculas. Esta devera ser eficiente e preservar a integridade dos compostos
extraidos (Gonzélez-Montelongo, Lobo, & Gonzélez, 2010). E também essencial que se
apliquem processos passiveis de adaptacéo a escala industrial, sem perdas significativas de
rendimento (Lu et al., 2007).

Solventes ndo polares, como o hexano (normalmente utilizado para extrair a maioria
dos tipos de Oleos vegetais), extraem quantitativamente fitoesterois e ésteres de acidos
gordos livres (Moreau et al., 2002). No caso dos primeiros, sdo necessarias técnicas
analiticas fiaveis para extracdo, isolamento, separacdo, purificacdo, detecdo e analise de
dados quantitativos devido a presenca de uma diversidade de outros componentes nao
saponificaveis da fracdo lipidica (Nordestgaard et al., 2013).

Além da extracdo com solvente, € comum aplicar a extragdo com fluido supercritico
(SFE) ou fracionamento com fluido supercritico (SFF) seguido de varios procedimentos de
limpeza e cromatografia (Lagarda et al., 2006).

A fim de caracterizar e quantificar os compostos bioativos, o extrato inicial pode ser
purificado e separado por uma ampla variedade de técnicas cromatogréficas incluindo
cromatografia em coluna (CC), cromatografia gasosa (GC), cromatografia de camada fina
(TLC), cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase normal (NP-HPLC), cromatografia
liquida de alta eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC) e eletrocromatografia capilar (CEC).
Os diferentes compostos bioativos lipidicos podem ser analisados com detecdo de
ionizacdo de chama (FID), detecdo ultravioleta (UV), detecdo por espalhamento de luz
evaporativo (ELSD), detecdo por infravermelhos (IR), detegcdo por ressonancia magnetica
nuclear (NMR) e espectrometria de massa (MS) (Abidi, 2001).

De referir que, entre os passos mais importantes na analise de compostos de matrizes
bioldgicas esta a preparagdo das amostras, que em muitos casos deve ser feita na auséncia
de oxigénio (Domefio, Ruiz, & Nerin, 2005).

Na etapa de isolamento, as técnicas dependem em grande parte da natureza da

amostra e variam com seu estado fisico (Abidi, 2001).
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Entre todas as técnicas de isolamento e separacdo cromatografica, os procedimentos
CC e TLC aplicam os equipamentos mais acessiveis, apesar da sua 6bvia inadequacgéo na
precisdo analitica. Tais técnicas devem ser selecionadas de acordo com a quantidade de
amostra a ser processada (Domefio et al., 2005).

A purificagdo ou fracionamento de extratos lipidicos ou fragdes ndo saponificveis,
por exemplo, € normalmente conseguida através de cartuchos de SPE, o que proporciona
um fracionamento mais rapido com menores volumes de solvente. Além disso, permite
trabalhar em fase normal ou reversa (Lagarda et al., 2006).

A composicao de esterdis, por exemplo, pode ser também determinada utilizando as
técnicas de GC (a mais utilizada), TLC ou HPLC (Bernal et al., 2011; Nes, 1985), tendo
sido desenvolvidos diferentes métodos para separacdo qualitativa e posterior analise

quantitativa.

1.3.1 Cromatografia gasosa (GC)

Na cromatografia gasosa, os picos obtidos sdo representados pelos seus tempos de
retencdo em relagdo a um padrdo de referéncia, eliminando erros analiticos devido a
flutuacBes das condi¢bes do equipamento, bem como outras varidveis experimentais.
Assim, na cromatografia também é possivel prever as caracteristicas moleculares e
identificar componentes desconhecidos em amostras por comparacdo com padrdes (Nes,
1985).

A GC capilar é frequentemente utilizada, ja que as colunas capilares oferecem tempos
de anéalise mais curtos e menor interferéncia de pico, havendo melhoria na resolucéo de
componentes e alta estabilidade térmica em comparacdo com colunas compactadas
(Gonzalez-Larena, Garcia-Llatas, Clemente, Barbera, & Lagarda, 2015).

Tipicamente, a GC ¢é acoplada a um detetor de ionizagdo de chama (FID) para
monitorizar analitos nos efluentes da coluna ou a um detetor de massa (MS) para
identificacdo estrutural e quantificacdo por monitorizagdo de ido Unico (SIM) ou
monitorizacgdo de multiplos ides (MIM) (Abidi, 2001).

Dependendo da matriz, do nimero de amostras analisadas e da aplicagéo especifica,
as andlises de GC podem ser executadas isotermicamente ou por programagdo de

temperatura a varias taxas de fluxo de gas (Abidi, 2001; Moreau et al., 2002).
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1.3.2 Cromatografia liquida (LC)

Em comparacéo com a GC, a HPLC oferece a vantagem de operar sob temperaturas
de coluna mais suaves e sob condi¢bes de detecdo ndo destrutivas. Portanto, € mais
adequada para a analise de compostos termicamente instaveis, como o0s esterdis. No
entanto, a alta lipofilicidade pode dificultar o processamento da amostra e a cromatografia
em si. A contaminagdo potencial na coluna ou no injetor automatico pode ser minimizada
pelo uso de um alto teor de solvente orgénico (Lagarda et al., 2006).

Em amostras de extratos lipidicos simples e homogéneos, como certos 6leos de
sementes, a analise direta de esterdis por HPLC pode ser realizada com pouca purificacéo
da amostra para evitar perdas indesejadas. Caso contrario, amostras de matrizes complexas
devem passar por CC, TLC ou outro pré-tratamento cromatografico para eliminar
interferéncias. Assim, os procedimentos de HPLC em funcionamento sdo muito limitados
pela complexidade das matrizes, pelo tipo e concentracdo de componentes, e separacdes de
escala analitica ou preparativa (Abidi, 2001).

1.3.3 Espetroscopia

A espetroscopia de massa (MS) e ressonancia magnética nuclear (RMN) sédo
ferramentas valiosas para identificacdo de compostos bioativos. Como o padrdo de
fragmentacdo dos compostos é diferente quando analisado com cada uma destas técnicas,
a identificacdo estrutural exata sé € possivel se o espetro do composto desconhecido for
combinado com um espetro de base de dados de um composto conhecido na mesma forma
(Moreau et al., 2002).

Assim, a técnica de HPLC acoplada com MS ou NMR permite ndo apenas separacdes
e quantificacdes simultdneas, mas também fornece um meio Util para a elucidacdo
estrutural e a confirmacgéo da estrutura molecular (Abidi, 2001).

Em geral, os métodos cromatograficos acoplados com MS sdo amplamente utilizados
para alcancar maior sensibilidade e limites de detecdo mais baixos (Ahonen et al., 2012;
Deshmukh, Barker, Petroczi, & Naughton, 2012).
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1.4 Avela e améndoa: propriedades nutricionais e quimicas

A aveleira é uma das espécies mais antigas do reino vegetal, pertencendo ao género
Corylus, familia das Betulaceas. E uma arvore que pode ter o aspecto de um arbusto, de
folha caduca, uma altura entre 4 e 5 metros e ramos flexiveis. As suas folhas sdo geralmente
de forma ovada e duplamente serrada. As espécies deste género sdo indigenas do
Hemisfério Norte, localizando-se o seu habitat desde os Himalaias até o extremo norte do
Canad4, sendo que a espécie mais importante, cultural e comercialmente — Corylus
avellana L. — é originaria da Europa e Asia Menor (Azevedo Editor, 2003).

Apesar de Portugal se encontrar numa zona geografica na qual as condi¢cdes sdo
propicias para a implantacdo desta cultura, a producdo nacional ndo é elevada, sendo a
Turquia o maior produtor mundial seguida pela Italia e os Estados Unidos da América.
Portugal, embora com producdo modesta no ambito europeu (da ordem das 1000 t/ano),
aparece como potencial produtor de avela, especialmente em areas da Beira Interior, Tras-
os-Montes e Minho Interior, onde esta espécie mostra boa adaptacdo as condicGes
edafoclimaticas e se integra na perspectiva de uma exploracdo agricola com a vertente
paisagistica, cinegética e florestal (Azevedo Editor, 2003).

A améndoa, fruto da amendoeira - Prunus dulcis (Mill.) D.A. Webb, pertencente a
familia Rosaceae — é dos frutos secos mais populares em todo o mundo e ocupa o primeiro
lugar na sua producéo. Os Estados Unidos s&o o maior produtor de améndoa do mundo,
sendo a maioria da producdo proveniente da California (Sang et al., 2002).

Assim, o mercado das améndoas € fortemente dominado pelos Estados Unidos (80%
da producdo mundial), sendo seguidos pela Austréalia (6%) e pela Espanha (5%). Em
Portugal, dominam os pomares de sequeiro, instalados em solos de reduzida fertilidade
natural e conduzidos com uma técnica cultural negligenciada. As condi¢6es ecoldgicas de
partida sdo aceitaveis. Um clima mediterranico e os solos, ainda que ndo sejam férteis,
apresentam normalmente boa drenagem interna, um aspeto importante no cultivo do
amendoal (Arrobas, 2018).

A composicdo nutricional média e os compostos bioativos de améndoas e avelas tem
sido estudado por diferentes autores. Na Tabela 2 apresentam-se os teores médios do valor
nutricional (humidade, proteina, gordura total, cinzas e hidratos de carbono) e respectivo
valor energético destes frutos. A Tabela 3 apresenta os teores médios de acidos gordos e

tocoferois presente nos frutos.
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Ambos apresentam os lipidos/gordura como constituinte maioritario, sendo por este
motivo alimentos muito energéticos. O constituinte minoritario destes frutos sdo as

cinzas/minerais. Ambos possuem altos teores de AGMI, principalmente &cido oleico.

Tabela 2 - Composicao nutricional média de avelds e améndoas obtida na literatura.

Avela Améndoa
Teor Referéncias Teor Referéncias

Humidade (%0) 3,5-7,1 3-9,5 Lo
Proteina (%) 9.3-20 (Amaral, Casal, et al., ?006; 21-45.9 (De Oliveira Sousa,
Gordura (%) 50-70 Fre!tas & Naves, 20}0; Koksal, 41-62.2 Ferpandes, Alves, de
Hidratos de Carbono (%)  8,4-21.1 Artik, Simsek, & Gunes,“2006; 2.9-19 Fre!tas, & Naves, 2011;
. Memon et al., 2019; Ozeng, Freitas & Naves, 2010;

Clnzas, (_%) 234 Bonder Ozeng, & Duyar, 2014) 2445 \amon et al., 2019)
Valor energético (kcal) 587-722 546-687

Tabela 3 - Teores médios dos acidos gordos maioritarios (percentagem relativa) e tocoferéis
(mg/100 g) de avelas e améndoas obtidos na literatura.

Avela Améndoa
Teor Referéncias Teor Referéncias
C16:0 6,2-10,1  (Alasalvar, Amaral, Satir, & 5,7-7,3 (Ebrahem et al., 1994; Nanos,
C18:0 1,8-3,7 Shahidi, 2009a; Bonvehi & Coll, 1,4-2,4 Kazantzis, Kefalas, Petrakis,

C18:1n9 71,2-75,8 1993a; Derewiaka, Szwed, & 68,1-808 & Stavroulakis, 2002;
C18:2n6 8,4-204  Wolosiak, 2014; Ebrahem, 104-29,2 Venkatachalan & Sathe, 2006;

a-tocoferol 15,7-42,1  Richardson, Tetley, & 11,3-248 Zhu, Taylor, Sommer,
R-tocoferol 0,7-14 Mehlenbacher, 1994; Tas & ,07-0,15 Wilkinson, & Wirthensohn,
y-tocoferol 0,1-09  Gokmen, 2015) 0106 2019

1.5 Bioestimulantes como tratamento suplementar do solo

A palavra bioestimulante foi cunhada por especialistas em horticultura para descrever
substancias que promovem o crescimento das plantas sem serem nutrientes, melhoradores
de solo ou pesticidas (du Jardin, 2015). Outros autores definiram bioestimulantes como
“materiais que, em quantidades minimas, promovem o crescimento das plantas” (Zhang &
Schmidt, 2000). Ao referir-se as “quantidades minimas” para descrever bioestimulantes,
0s autores objetivaram distinguir bioestimulantes de nutrientes e altera¢es do solo, que
também promovem o crescimento de plantas, mas sdo aplicadas em maiores quantidades
(du Jardin, 2015). Apesar de estarem disponiveis em diversas formulagdes, o0s
bioestimulantes sdo geralmente classificados em trés grupos principais com base em sua
fonte e conteddo: substancias hamicas (HS), produtos contendo hormonas (HCP) e

produtos contendo aminoacidos (AACP).
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Em geral, qualquer melhoria no sistema agricola que resulte em maior producédo deve
reduzir o impacto ambiental negativo da agricultura e aumentar a sustentabilidade do
sistema. Uma dessas abordagens € o uso de bioestimulantes, capazes de aumentar a eficacia
dos fertilizantes minerais convencionais (Rathore et al., 2009).

Um bom exemplo de HCP é representado pelas algas marinhas. Alguns estudos
relatam que o uso de substancias bioativas marinhas extraidas de algas em culturas
agricolas e horticolas provocam muitos efeitos benéficos em termos de aumento de
rendimento e qualidade (Blunden, 1991; Crouch & Van Staden, 1993). Os extratos de algas
marinhas contém nutrientes principais e secundarios, aminoéacidos, vitaminas, citocininas,
auxina e acido abscisico (Mooney & van Staden, 1986), entre outras substancia que
estimulam o crescimento e rendimento das plantas (Kauffman, Kneivel, & Watschke,
2007), ajudam a desenvolver tolerancia ao stresse ambiental (Zhang, Ervin, & Schmidt,
2003; Zhang & Schmidt, 2000), aumentam a captacao de nutrientes do solo (Turan & Kose,
2004; Verkleij, 1992) e aumentam as propriedades antioxidantes (Rathore et al., 2009;
Verkleij, 1992).

O efeito benéfico causado pela aplicacdo do extrato de algas marinhas € o resultado
de muitos componentes que funcionam sinergicamente embora o modo de agdo ainda
permaneca desconhecido (Fornes, Sanchez-Perales, & Guardiola, 2002). Nos ultimos anos,
0 uso de extratos de algas marinhas ganhou popularidade devido ao seu potencial uso na
agricultura organica e sustentavel (Russo & Berlyn, 1991). Ao contrario dos fertilizantes
quimicos, os extratos derivados de algas marinhas sdo biodegradaveis, ndo toxicos, nao

poluentes e ndo perigosos para seres humanos e animais (Dhargalkar & Pereira, 2005).
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I1. Objetivos

O presente trabalho resulta de um estudo colaborativo que visa a implementacéo de
novas praticas agronémicas, nomeadamente na fertilizacdo dos solos de duas culturas com
importancia na regido do Nordeste Transmontano, a amendoeira e a aveleira. O grupo de
investigacao responsavel por esta parte do projeto procedeu a suplementacdo do solo com
diferentes tratamentos de bioestimulantes.

Este trabalho de dissertacdo foca-se na avaliacdo das propriedades fitoquimicas dos
frutos obtidos apds os diferentes tratamentos de suplementacdo do solo. Para tal, procedeu-
se a avaliagdo das propriedades nutricionais, determinacdo de compostos bioativos de
interesse (acidos gordos, tocoferdis, esterois e actcares livres) e avaliacao das propriedades
hipocolesterolémicas dos frutos em estudo, de forma a obter uma producéo de frutos de
valor acrescentado.

Assim, o objetivo principal deste estudo foi a caracterizagdo da fracéo lipofilica de
amostras de avela e améndoa obtidas de plantas submetidas a diferentes tipos de
suplementacéo, no sentido de inferir possiveis associacoes entre diferentes produtividades
e perfis em compostos bioativos lipofilicos com potencial atividade hipocolesterolémica.

Desta forma, com a parceria estabelecida e tendo em conta os estudos agronémicos
e fitoquimicos efetuados, pretende-se a implementacdo de novas técnicas de gestdo dos
solos de cultivo de amendoeira e aveleira, com obtencdo de frutos de valor acrescentado.

De forma a efetuar um estudo completo e a validar os resultados obtidos,
estabeleceram-se 0s seguintes objetivos especificos:

- Selecéo e tratamento de amostras obtidas de Prunus dulcis (Miller) D.A. Webb
(amendoeira) e Corylus avellana L. (aveleira) ap6s diferentes tratamentos de
suplementacéo dos solos;

- Avaliacgéo das propriedades nutricionais dos frutos secos (i.e. humidade, gordura
total, proteinas, hidratos de carbono, cinzas e valor energético);

- Separacdo e caracterizacdo da fracdo lipidica (&cidos gordos, tocoferdis e
esterdis) e dos acucares livres;

- Avaliacéo da atividade hipocolesterolémica dos extratos obtidos.
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I11. Material e Métodos

3.1 Amostras

Foram utilizadas amostras de aveleira (Corylus avellana L.) do Nordeste
Transmontano provenientes de pomares da regido de Travanca, Macedo de Cavaleiros e
amostras de amendoeira (Prunus dulcis (Mill.) D.A. Webb) provenientes de Mogadouro.

Relativamente a amendoeira, as amostras pertenciam a cultivar Vairo, de origem
espanhola, com floracdo tardia e um impacto favoravel no aumento do potencial produtivo
das novas plantagbes (Miarnau, Vargas, Montserrat, & Alegre Castellvi, 2010). As
amostras foram obtidas a partir de plantas submetidas a cinco tratamentos diferentes
(compativeis com o0 modo de producdo de agricultura biolégica), descritos na Tabela 4.

Tabela 4 - Linhas de tratamento para as amostras de améndoas.

Linha 1 Sem tratamento (Controlo)
Linha 2 Fitoalgas green (Bioestimulante a base de Ascophyllum nodosum)
Linha 3 Tradebor (Boro liquido em solucéo de etanolamina)

Linha4  Sprint Plus (Bioestimulante composto de aminoacidos de origem animal)

Linha5 Boro + borax

Relativamente a aveleira, as amostras pertenciam a cultivar Ennis, de origem
americana, arvore pequena e boa polinizadora, a qual desenvolve frutos muito grandes e
atraentes (Carrilho, n.d.). As amostras distinguem-se em seis linhas de tratamento do solo

com bioestimulantes, tal como descrito na Tabela 5.

Tabela 5 - Linhas de tratamento para as amostras de avelds

Linha 1 Boro (Controlo)

Linha 2 NPK (azoto, fésforo e potéssio) + Boro
Linha 3 NPK + Boro + Fitoalgas green
Linha 4 Boro + Sprint Plus

Linha 5 NPK + Boro + Sprint Plus
Linha 6 Boro + Fitoalgas green
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Apbs a colheita, as amostras dos frutos foram imediatamente congeladas e
liofilizadas (Liofilizador Telstar LyoQuest, marca Telstar Life Science), a fim de prevenir
a ocorréncia de qualquer degradacéo. Apos liofilizacdo, as amostras foram trituradas numa
picadora (modelo A327R1, Moulinex, Espanha), homogeneizadas e armazenadas ao abrigo

da luz e humidade, até efetuar as andlises propostas.

3.2 Valor nutricional dos frutos

A composicdo quimica das amostras (humidade, gordura total, proteinas, hidratos de
carbono e cinzas) foi efetuada utilizando as metodologias AOAC (AOAC, 2016), como

descrito nas préximas seccdes.

3.2.1 Humidade

A determinacdo da humidade nos frutos foi efetuada comparando o peso antes e ap6s
a liofilizacdo. Assim, para a determinacdo deste parametro pesaram-se as amostras (ja
divididas por grupos) na sua totalidade e, de seguida, estas foram colocadas no liofilizador
(modelo referido anteriormente) durante um periodo de aproximadamente trinta horas
(Figura 7). Apds o periodo de liofilizagdo, as amostras foram pesadas novamente, de forma
a obter 0 peso seco das mesmas. Os resultados foram expressos em grama/100 gramas peso

fresco (g/100g pf), através da seguinte expressao:

(m; —my) (1)

%humidade = x 100

m;
Onde m; representa a massa inicial, antes da amostra ser liofilizada, e ms representa

a massa final, ap6s a sublimacéo da agua por liofilizagao.

Figura 7 - Liofilizador utilizado para secagem e determinacdo de humidade das amostras.
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3.2.2 Teor em gordura total

O teor de gordura total dos frutos em estudo foi determinado apds extracgdo em
Soxhlet (Figura 8) acoplada a refrigeracdo de refluxo, segundo 0 método AOAC 948.22.
O solvente utilizado foi o éter de petrdleo e o tempo médio de extraccdo foi de sete horas.

Foram pesadas 3,0 g de amostra e colocadas num cartucho de papel de filtro o qual
foi colocado no sistema de Soxhlet. Adicionou-se o solvente e deu-se inicio a extracao.
Apos 7 horas, o solvente foi recuperado e o teor de gordura foi determinado por secagem
em estufa a aproximadamente 50 °C até ter peso constante. Os resultados foram

apresentados em g/100 g peso fresco (g/100g pf), utilizando-se a seguinte expressao:

m
%gordura total = —f X 100 )

ml
Onde m; representa a massa inicial de fruto seco no cartucho e ms representa a massa

do extrato obtido apds a evaporacao do solvente.

Figura 8 - Equipamento Soxhlet utilizado na determinagéo do teor de gordura.

22



Caracterizago da fracdo lipidica de frutos secos produzidos com diferentes bioestimuladores:
potencial atividade hipocolesterolémica

3.2.3 Cinzas

A determinacdo do teor em cinzas foi efectuada segundo as normas AOAC 950.49.
Pesaram-se para um cadinho, previamente tarado, 0,25 g de amostra. Introduziu-se o
cadinho na mufla a 550+15 °C, deixando a incinerar durante a noite (Figura 9). Apos este
periodo, retiraram-se os cadinhos da mufla, e depois de arrefecidos num excicador, foram
pesados. Os resultados foram apresentados em @/100 g de peso fresco (g/100g pf),

utilizando-se a seguinte expresséo:

m
%cinzas = —f x 100 ®)

ml
Onde m; representa a massa inicial introduzida no cadinho e ms representa a massa

final apo6s a incineracdo na mufla.

Figura 9 — Mufla utilizada para incinerar as amostras.

3.2.4 Proteinas

A proteina total foi quantificada seguindo o procedimento AOAC 950.48, segundo a
qual o teor em proteina bruta é o resultado que se obtem multiplicando o teor em azoto da
amostra, determinado pelo método de macro-Kjeldahl, por um factor convencional. Esta
determinacdo consiste na digestdo da matéria organica por &cido sulfarico, em presenca de
um catalisador de selénio, com transformacao do azoto em sal de amonio, libertacdo do

amoniaco em meio alcalino, destilagéo, recolha em meio acido e titulacéo.
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Pesaram-se 0,5 g de amostra triturada e introduziram-se no tubo de digestdo.
Juntaram-se duas pastilhas de catalisador de selénio com 15 mL de acido sulfurico e
colocou-se o tubo no digestor (FossTM Digestor) durante setenta minutos a 400 °C. Findo
este tempo, apds arrefecer, adicionaram-se 25 mL de &gua destilada (Figuras 10a, 10b e
10c).

Em seguida, os tubos de digestdo foram colocados no Destilador Kjeldahl automatico
Pro-Nitro A para o processo de destilacdo e titulacdo (Figura 10d). O processo levou
aproximadamente cinco minutos para cada tubo de digestdo. Simultaneamente efetuou-se

um ensaio em branco, além de uma amostra referéncia com taxa de proteina conhecida.

>

A qni‘ :

(©) (d)

Figura 10 - Equipamento utilizado na determinag&o do teor de proteinas (a) (b) e (c) digestor e
tubos de digestéo (d) equipamento de Kjeldahl.
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No equipamento, a amostra foi diluida e neutralizada usando 4gua e uma solugéo de
hidroxido de sddio. Posteriormente, a aménia foi destilada e arrastada para outra solugédo
que continha acido borico, verde de bromocresol e vermelho de metilo, onde a aménia foi
recolhida. Com a adi¢éo de amonia a solucdo, o ido boro foi formado na mesma quantidade
que o azoto. O ido boro foi entdo titulado com uma solucéo padrdo de acido cloridrico. O
teor em proteina é calculado multiplicando o valor obtido para o azoto pelo fator de
conversdo de 5,18 para améndoas e 5,3 para avelas. Os resultados foram apresentados em

grama/100 gramas peso fresco (g/100g pf), utilizando-se a seguinte expressao:

(N — B)xlOO) - 4)

%azoto total = ( P
Onde N representa a quantidade de azoto indicada pelo aparelho, B ¢é a quantidade

de azoto no ensaio em branco, P € o peso da amostra e FT é o fator de conversao.

3.2.5 Hidratos de carbono

O contetdo em hidratos de carbono foi calculado por diferenca, utilizando-se a
seguinte expressdo: Hidratos de carbono totais (g/100 g)=100— (g gordura total +g
proteina + g cinzas). Os resultados foram apresentados em g/100 g de peso fresco (g/100g

pf).
3.2.6 Valor energético

O valor energético foi calculado multiplicando o valor exacto de cada um dos
macronutrientes pelo seu equivalente calérico correspondente, e somando os valores
obtidos, de acordo com o Decreto-Lei n° 167/2004 de 7 de Julho, que determina os factores
de conversao relativos ao valor energético, sendo para os hidratos de carbono 4 kcal/g, para
as proteinas 4 kcal/g e para os lipidos 9 kcal/g.

Assim, o valor energético foi calculado utilizando-se a seguinte expressdo: Energia

(kcal/100 g) =4 x (g proteinas + g hidratos de carbono) + 9 x (g gordura total).
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3.3 Agucares solaveis

As amostras liofilizadas e trituradas (1 g) foram enriquecidas com melezitose como
padrdo interno (IS, 25 mg/mL) e extraidas com 40 mL de etanol aquoso 80% a 80 °C, 90
min. A suspensdo resultante foi filtrada em papel filtro (Whatman No. 4) e transferida para
um baldo volumétrico. Em seguida, o etanol foi evaporado no evaporador rotativo (R-210
rotary evaporator, Buchi, Flawil, Switzerland) durante 15 min. A fase aquosa foi lavada
numa ampola de decantacgdo utilizando éter dietilico, sendo posteriormente recolhida para
um tubo de ensaio e colocada na estufa para evaporar o éter durante a noite. No dia seguinte,
o0 extrato foi aferido a 5 mL com &gua destilada e filtrado para um vial de HPLC de forma
a ser analisado por HPLC acoplada a um detetor de indice de refracdo (HPLC-RI). O
equipamento HPLC (Figura 11) consistiu num sistema integrado com uma bomba
Smartline 1000 (Knauer, Berlim, Alemanha), um desgaseificador Smartline manager 5000,
com amostrador automatico AS-2057 (Jasco, Easton, MD) e um detetor de indice de
refracdo Smartline 2300 (Knauer). Os dados foram analisados no software Clarity 2.4
(DataApex). A separacdo cromatografica foi realizada com uma coluna Eurospher 100-5
NH: (5 um, 4,6 x 250 mm, Knauer) a operar a 30 °C. A fase mével foi acetonitrilo/dgua
desionizada, 70:30 (v/v) a uma taxa de fluxo de 1 mL/min. A identificacdo de agUcares foi
feita comparando os tempos de retengéo relativos dos picos da amostra com os padrbes
comerciais. A quantificagao foi feita pelo método do padréo interno e os resultados foram

expressos em g/100 g de peso fresco (g/100g pf).

Figura 11 — Equipamento HPLC-RI utilizado para separacao e identificagdo de aglcares sollveis.
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3.4 Acidos gordos

Antes da analise do perfil de acidos gordos, o extrato obtido a partir do Soxhlet foi
submetido ao procedimento de derivatizagdo, no qual foram adicionados 5 mL de
metanol:acido sulfdrico 95%:tolueno 2:1:1 (v/v/v) as amostras que foram de seguida
colocadas num banho a 50 °C com agitacdo durante a noite.

Em seguida, adicionaram-se 3 mL de agua destilada e 3 mL de éter dietilico aos
extratos que foram, posteriormente, levados ao vortex. Assim que as fases se separaram, o
sobrenadante foi retirado com uma pipeta de Pasteur para um vial previamente identificado
e ao qual foi adicionado sulfato de sodio anidro para eliminar qualquer residuo de agua.

De seguida, a amostra foi filtrada para o vial final com a ajuda de uma seringa. A
deteccdo de &cidos gordos foi realizada por Cromatografia Gasosa (GC), equipamento
composto por um cromatdgrafo a gas (DANI 1000, Contone, Suica), equipado com um
injetor split/splitless e um detector de ionizacao de chama (FID) (Figura 12).

A separacdo foi realizada usando uma coluna de Macherey—Nagel (Diren,
Alemanha) (50% de cianopropil-metil-50% de fenilmetilpolisiloxano, 30 m x 0,32 mm i.d.
x (0,25 um df). O programa de temperatura do forno foi o seguinte: a temperatura inicial da
coluna foi de 50 °C, mantida por 2 min, depois uma rampa de 30 °C/min até 125 °C, rampa
de 5 °C/min até 160 °C, rampa de 20 °C/min até 180 °C , rampa de 3 °C/min até 200 °C,
rampa de 20 °C/min até 220 °C, mantida por 15 min. O fluxo do gas portador (hidrogénio)
foi de 4,0 mL/min (0,61 bar), medido a 50 °C. A injecdo (1:40) foi realizada a 250 °C. A
identificacdo foi realizada comparando os tempos de retencdo relativos dos ésteres
metilicos de é&cidos gordos (FAME) das amostras com os padrGes comerciais. A
quantificacdo foi realizada no software Clarity 4.0.1.7 (DataApex), sendo os resultados

expressos em percentagens relativas de cada acido gordo.
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Figura 12 - Equipamento GC-FID utilizado para separacéo e identificagdo de acidos gordos.

3.5 Tocoferdis

Os extratos foram obtidos apés seis ciclos completos de extracdo em Soxhlet. Do
extrato foram retirados 20 pL para analise de tocoferdis, 0,25 g para esterdis e 1 mL para
avaliacdo da atividade hipocolesterolémica.

Ap0s retirar o volume necessario, as amostras foram colocadas sob uma corrente de
azoto de forma a eliminar residuos de éter de petr6leo. Em seguida, o extrato foi dissolvido
em 2 mL de hexano HPLC e filtrado para um vial.

As isoformas da vitamina E foram separadas pelo equipamento de HPLC acima
mencionado e descrito (seccdo 3.3), de acordo com um procedimento previamente descrito
por outros autores (Amaral, Casal, Torres, Seabra, & Oliveira, 2005). A andlise foi
realizada acoplando-se um detector de fluorescéncia (FP-2020; Jasco, Easton, MD, EUA),
programado para excitacdo a 290 nm e emissdo a 330 nm. A separacao cromatografica foi
realizada com uma coluna de fase normal de Poliamida II (5 pm, 250 % 4,6 mm) da YMC
Waters (YMC America, Inc., Allentown, PA, EUA) a operar a 30 °C. A fase movel
utilizada foi uma mistura de n-hexano e acetato de etilo (70:30, v/v) com um fluxo de 1
mL/min. Os picos detetados foram comparados com padrGes comerciais, sendo a
quantificacdo baseada no sinal de fluorescéncia, utilizando o método do padréo interno

(tocol). Os resultados foram expressos em mg/100 g de peso fresco (mg/100g pf).
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3.6 Esterois

A composicao em esterois foi avaliada por GC-MS de acordo com 0 método NP EN
ISO 12228 (12228, 1999). A fragdo insaponificavel foi isolada por separacdo em coluna de
Oxido de aluminio (preparada com 10 g de éxido de aluminio, misturados com 20 mL de
etanol). Apos a decantacdo do dxido de aluminio, o solvente foi desprezado até ao topo da
camada de oxido.

Para a extracdo da matéria insaponificavel, resumidamente, 0,25 g de dleo extraido
por Soxhlet foram saponificados com 5 mL de solucéo etandlica de hidroxido de potassio
num baldo volumétrico; o contedo foi levado a ebulicdo durante quinze minutos. Apés
este periodo, o aquecimento foi interrompido e foram adicionados 5 mL de etanol ao baldo
volumeétrico. Em seguida, foi retirada uma aliquota de 5 mL da solucdo presente no baldo
para adicionar ao interior da coluna de 6xidos de aluminio; o eluido foi recolhido para um
novo baldo até que a solucdo atingisse o topo da camada de 6xido de aluminio. A matéria
insaponificavel foi eluida primeiro com 5 mL de etanol e, depois, com 30 mL de éter
dietilico. Por fim, o evaporador rotativo foi utilizado para a remogéo de solventes.

Para a preparacdo dos trimetilsililéteres foram adicionados 2 mL de éter dietilico ao
extrato obtido e realizados dois testes (com e sem piridina). Assim, foram colocados em
vials de reacdo 500 pL do extrato dissolvido e o solvente foi evaporado em estufa (80 °C,
30 min). De seguida, foi adicionada piridina (125 pL) a dois dos vials e 125 pL do reagente
de sililagdo N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoroacetamide (BSTFA). Nos frascos sem piridina,
adicionou-se 1 mL do reagente de sililacdo. Apds preparacdo dos tubos de reacdo, as
amostras foram injetadas no cromatégrafo gasoso.

O sistema de cromatografia gasosa acoplado a espetrometria de massa, consistiu num
GC-2010 Plus (Shimadzu) com injetor automatico AOC-20iPlus (Shimadzu), com a coluna
SH-RXi-5ms (30 m x 0,25 mm % 0,25 pm; Shimadzu, USA). O programa de temperatura
do forno foi o seguinte: temperatura inicial de 260 °C, em seguida aumentou-se a
temperatura 2 °C/min até 300 °C e manteve-se durante 12 min. O volume da amostra
injetado correspondeu a 1 uL., com uma razao de split 1:30; utilizou-se hélio como gés de
arrasto, com fluxo ajustado a uma velocidade linear de 30 cm/s. A temperatura do injetor
foi de 270 °C, a da interface de 270 °C e a temperatura da fonte i6nica foi 220 °C. A energia
de ionizacdo foi 70 eV, tendo-se utilizado uma faixa de varrimento de 30-600 u, com tempo
de varrimento 0,3 s. A identificacdo dos compostos foi baseada na comparacgéo dos espetros

obtidos com os da biblioteca espetral de massa NIST 17.
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3.7 Atividade Hipocolesterolémica

A atividade inibidora de HMGR do extrato e dos padrdes (ergosterol e pravastatina)
é determinada com base em medicGes espectrofotométricas utilizando o kit de ensaio
HMGR (Sigma Aldrich). A Pravastatina (Sigma-Aldrich Co.) é utilizada como controlo
positivo e 0 tampdo de ensaio como controlo negativo. A inibicdo da HMGR (%) é
calculada utilizando-se a seguinte expressdo: % de inibi¢do = (controlo de absorvéncia -
teste de absorvéncia)/controlo de absorvéncia x 100 (Baskaran et al., 2015; Silva et al.,
2018).

3.8 Analise Estatistica

Os resultados obtidos ao longo dos diferentes estudos de avaliagcdo foram analisados
através da aplicagdo de diferentes ferramentas estatisticas, selecionadas de acordo com 0s
resultados e considerando os objetivos definidos da pesquisa. Para a comparacao entre 0s
efeitos dos diferentes tratamentos, foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) a um fator,
tendo sido utilizado o teste de Tukey ou o de Tamhane’s T2, quando se verificou (através
do teste de Levene) homogeneidade ou heterogeneidade das variancias, respetivamente.
Antes dos testes de variancia, a normalidade das distribui¢des foi verificada através do teste
de Shapiro-Wilks. O software utilizado foi o Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS) versdao 22 (IBM Corporation, Nova York, EUA). Todos os resultados foram
expressos como valores médiostdesvios padrdo (DP), mantendo as casas decimais
permitidas pela magnitude do desvio padrdo. Todos os testes foram realizados com nivel
de significancia de 5%. Para todos os métodos, trés amostras foram misturadas para ter um

pool representativo e todos os ensaios foram realizados em triplicado.
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1V. Resultados e Discussdo

4.1 Avaliacéo Nutricional

A anélise da avaliacdo nutricional dos frutos (Tabelas 6 e 7), permite constatar que,
tanto as améndoas quanto as avelds, sdo constituidas maioritariamente por gordura, com
valores de cerca de 55%, expressos em peso fresco. Em ambos os casos, as linhas de
controlo foram as que apresentaram um maior teor em gordura, com 56+1 g/100 g pf para
as améndoas e 57+1 g/100g pf para as avelas, embora todos valores estejam dentro dos
intervalos citados na literatura (Tabela 2). Nao se registaram diferencas significativas
associadas ao tipo de tratamento de suplementacéo no solo.

O teor em proteina foi semelhante entre os dois frutos avaliados, com valores
préximos de 15 g/100 g do peso dos frutos. As cinzas e a humidade sdo os constituintes
presentes em menor quantidade, representando, cada um, cerca de 3 g/100 g pf da
composic¢do dos frutos. O teor em hidratos de carbono situou-se proximo dos 24 g/100 g
pf, em ambos os frutos.

As avelds possuem um valor energético elevado, tendo a linha de controlo
apresentado o maior valor, 667+5 kcal/100g pf, enquanto a Linha de Tratamento 2 (NPK
+ Boro) apresentou 0 menor, com 638,6+7,1 kcal/100g pf. Da mesma forma, as améndoas
possuem um valor energético semelhante, tendo os frutos da linha de controlo apresentado
maior energia, 658,3+7,4 kcal/100g pf, enquanto os frutos tratados com fitoalgas green
apresentaram menor energia, com 645+6 kcal/100 g pf. As diferencas registadas devem-
se, sobretudo, aos teores de gordura das amostras avaliadas. Apesar das amostras provirem
de origem geogréfica diferente, os resultados obtidos sdo muito semelhantes aos valores da
literatura apresentados na Tabela 2.

O baixo teor de humidade encontrado é importante para manter a qualidade e o prazo
de validade dos frutos secos, j& que a baixa humidade diminui a probabilidade de
crescimento microbiano, germinacdo prematura das sementes e muitas alteracdes
bioquimicas indesejaveis normalmente associadas a esses processos (Venkatachalan &
Sathe, 2006). Um estudo recente sobre a composic¢do quimica de frutos secos observou
uma variacdo consideravel no teor de proteinas (variando de 1,4 a 9,6%), dependendo do
local de cultivo e da cultivar (Pereira-Lorenzo, Ramos-Cabrer, Diaz-Hernandez, Ciordia-
Ara, & Rios-Mesa, 2006).

31



Caracterizacdo da fracéo lipidica de frutos secos produzidos com diferentes bioestimuladores:
potencial atividade hipocolesterolémica

Tabela 6 - Avaliacdo nutricional das diferentes linhas de tratamento de améndoas (médiatdesvio padrao).

Humidade Gordura total Cinzas Proteina Total Hidratos de carbono Energia
(9/100 g pf) (9/100 g pf) (9/100 g pf) (9/100 g pf) (9/100 g pf) (kcal/100g pf)
Controlo 3,3+0,12 56+12 2,4+0,2 14,6+0,3%® 24+1° 658+72
Fitoalgas green 3,5+0,12 54+1° 2,4+0,2 14,1+0,5° 26+12 645+6°
Tradebor 3,1+0,2° 55+2% 2,4+0,2 14,8+0,52 25+1% 653+11%
Sprint Plus 3,3%0,22 5523 2,310,1 14,1+0,4° 26+1% 654+9%
Boro + borax 3,3+0,12 55+2% 2,3+0,2 14,1+0,5° 25423 652+8%

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencgas estatisticamente significativas (p<0,05);

Tabela 7 - Avaliagdo nutricional das diferentes linhas de tratamento de avelas (médiatdesvio padrao).

Humidade Gordura total Cinzas Proteina Total ~ Hidratos de carbono Energia
(9/100 g pf) (9/100 g pf) (9/100 g pf) (9/100 g pf) (9/100 g pf) (kcal/100g pf)
Boro (Controlo) 2,4+ 0,2 57+12 2,740,1% 14,7+0,52 23+12 667+5°
NPK + Boro 3,0+0,2¢ 53+1P 3,30,2° 16,3+0,5° 24+12 639+72
NPK + Boro + Fitoalgas green 3,1+0,1° 53+30¢ 3,0+0,2° 15,1+0,1® 23+12 642+17%
Boro + Sprint Plus 2,4+0,12 56+22 3,0+0,2° 15,7+0,3% 24+12 660+12°
NPK + Boro + Sprint Plus 2,6+0,1bd 55+]%¢ 2,2+0,12 15,8+0,5° 24412 6557
Boro + Fitoalgas green 2,740,2° 56+1% 3,0+0,1° 14,7+0,32 24+12 6567

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05);
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4.2 Agucares Solaveis

Os resultados obtidos para os agucares solUveis estdo apresentados nas Tabelas 8 e
9. A sacarose (Figura 13) foi o Unico acucar identificado em ambos os frutos, sendo que o
teor total em acgUcares para as améndoas foi de aproximadamente 12+1 g/100 g pf e para
asavelds 16+2 g/100 g pf. O tratamento com Tradebor resultou num maior teor em sacarose
para no caso da améndoa (13+1 g/100 g pf), tendo-se verificado um resultado analogo para
a avela (18+1 g/100 g pf) quando foi utilizado o tratamento com NPK + Boro + Fitoalgas
green. A predominancia da sacarose nestes frutos também foi encontrada por outros autores
(Alasalvar, Shahidi, Liyanapathirana, & Ohshima, 2003; Botta, Gianotti, Richardson,
Suwanagul, & Sanz, 1994).

Regra geral, baixos niveis de monossacarideos (frutose e glucose, por exemplo) nos
frutos secos servem como um indicador das boas condi¢cGes de armazenamento dos
produtos (Messerli M. Shejbal J. Vitali F. Keme T. Bioteknisk Inst., 1983).

Sabe-se que o teor de agUcar dos frutos secos varia consideravelmente, dependendo
das condi¢cbes de cultivo, maturidade das sementes, cultivar e local de crescimento
(Venkatachalan & Sathe, 2006). O alto teor de sacarose presente nos frutos pode ser devido
a formacao preferencial deste aclcar com a maturagdo, ou seja, uma colheita tardia resulta
em frutos com maior teor de aglcar devido a acumulagdo de sacarose com a maturagdo e a
producdo preferencial de sacarose a partir de outros acucares, 0s quais diminuem
significativamente. Portanto, provavelmente a composi¢cdo do agucar depende da cultivar
e da maturidade (Nanos et al., 2002).

Tabela 8 - Teor de sacarose (g/100 g pf) das amostras de améndoas (médiatdesvio padrdo).

Amostra Sacarose (g/100 g pf)
Controlo 11,5+0,2°
Fitoalgas green 12+1°¢
Tradebor 13+1#
Sprint Plus 11,0+0,3°
Boro + borax 11,6+0,5

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Tabela 9 - Teor de sacarose (9/100 g pf) das amostras de avelas (médiatdesvio padrio).

Amostra Sacarose (g/100 g pf)
Boro (Controlo) 14419
NPK + Boro 15,3+0,4¢
NPK + Boro + Fitoalgas green 18+12
Boro + Sprint Plus 17+1°
NPK + Boro + Sprint Plus 17+1°
Boro + Fitoalgas green 15,0+0,5%

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).
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Figura 13 — Formula estrutural da sacarose.

4.3 Acidos gordos

A composicdo média dos acidos gordos maioritarios (Figura 14) do 6leo extraido
das améndoas e avelas encontra-se nas Tabelas 10 e 11, respectivamente. O acido oleico
(C18:1n9) representa cerca de 70% dos acidos gordos que compdem o 6leo de ambos frutos
(Figura 14c), seguido do acido linoleico (C18:2n6) com valores entre os 16% nas
améndoas e 0s 13,5% nas avelds (Figura 14d). Os acidos gordos que se seguem sdo o acido
palmitico (C16:0), o qual variou entre de 8,5% nas améndoas e 9% nas avelas (Figura 14a)
e, por fim, o &cido estearico (C18:0), com valores de aproximadamente 2% para ambos 0s
frutos (Figura 14b). Os resultados incluem somente os acidos gordos principais; no
entanto, outros acidos gordos foram detetados em percentagens vestigiais (soma total
inferior a 2%), sendo estes: acido miristico (C14:0), acido palmitoleico (C16:1), acido
margarico (C17:0), acido a-linolénico (C18:3n3), acido araquidonico (C20:0) e acido
eicosendico (C20:1) (Figuras 15a e 15b). Diferengas significativas foram encontradas
entre as concentracGes de acidos gordos das diferentes linhas de tratamento, especialmente
nas concentracdes de acido palmitico e estearico das avelds (p<0,05).

N&o se registaram diferencas significativas associadas ao tipo de tratamento de
suplementacdo no solo nas amostras de améndoa. Ja para as amostras de avela, o controlo
(Boro) apresentou o maior valor de AGMI, nomeadamente acido oleico (74%), enquanto a
o tratamento com NPK + Boro apresentou o maior valor de AGPI (i.e., acido linoleico),
préximo de 15%. Por ultimo, o tratamento com Boro + Sprint Plus apresentou 0s maiores
valores de AGS, com 9,4% para o0 &cido palmitico e 2,7% para o0 &cido estearico.

Os AGMI foram maioritarios em todo os casos, seguidos dos AGPI e dos AGS, 0
que é concordante com outros trabalhos (Alasalvar et al., 2006; Derewiaka et al., 2014;
Karaman et al., 2015; Memon et al., 2019; Javier Parcerisa, Richardson, Rafecas, Codony,
& Boatella, 1998a).
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A composicao de &cidos gordos dos extratos de frutos secos pode apresentar uma
ligeira, mas natural, variabilidade quando a mesma espécie é considerada. Dessa forma, as
oscilacdes entre os resultados sdo devidas, provavelmente, as condi¢cdes edafoclimaticas,
uma vez que a composicao em acidos gordos das espécies vegetais pode variar dentro da
mesma espécie em funcdo da cultivar, condi¢cdes ambientais do local de producdo, clima,
entre outros. Além da cultivar (fatores genéticos), fatores ambientais como o ano de
producdo e o local de cultivo também influenciam fortemente o perfil lipidico dos extratos
(Amaral, Cunha, et al., 2006; O’Brien, 2003; Venkatachalan & Sathe, 2006). Ha, também,
relatos na literatura de que o aumento da temperatura durante as estacdes de crescimento,
principalmente nos meses de verdo, causam alteracGes na composicdo de acidos gordos
(Cristofori, Ferramondo, Bertazza, & Bignami, 2008).

Num estudo com cultivares portuguesas de aveld, por exemplo, verificara-se ligeiras
variacfes na composicdo de acidos gordos: acido palmitico (4,8-6,7%), oleico (76,7-
82,8%) e linoleico (7,2-11,4%) (Amaral, Casal, et al., 2006).

Ja em cultivares gregas de améndoa obtidas com diferentes métodos de irrigacédo, a
percentagem de &cido oleico variou entre 70 a 80%, uma quantidade superior a encontrada
neste estudo (cerca de 69%). O teor em &cido linoleico apresenta maior variabilidade
natural, normalmente entre 10 a 17%, intervalo que inclui o valor encontrado neste estudo
(16%). Ja o acido palmitico detetado nas amostras de améndoa ensaidas foi um pouco
superior (aproximadamente 8,5%) ao indicado noutros estudos (5,5 a 6,5%) (Nanos et al.,
2002).

Sabe-se que, independentemente do tipo de fruto seco, o acido oleico e o acido
linoleico sdo os contribuintes predominantes na composicdo dos AGMIs e AGPIs,
respetivamente, bem como do total de lipidos do fruto (Venkatachalan & Sathe, 2006). O
alto teor de acido oleico torna os frutos secos muito importantes para a dieta humana, ja
que o &cido oleico é conhecido por reduzir o colesterol LDL, sem alterar os niveis benéficos
de HDL (Fraser & Ch, 1999). Assim, devido a alta proporcéao de acidos gordos insaturados
encontrados nos frutos secos, sua adicdo aos alimentos processados pode melhorar a
qualidade nutricional dos alimentos (Bonvehi & Coll, 1993b; Ebrahem et al., 1994).

A composicdo de acidos gordos dos frutos secos € importante sob varias perspetivas,
incluindo a qualidade nutricional, os possiveis beneficios para a saide dos AGMIs e
AGPIs, especialmente em relacdo ao perfil lipidico sérico no sangue (principalmente a
diminuicdo de VLDLs e LDLs), aromas desejaveis e contribuicdo para a textura
(Venkatachalan & Sathe, 2006).
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Tabela 10 - Composicdo em &cidos gordos (percentagem relativa) do éleo extraido de amostras de
améndoas (médiatdesvio padrao).

Controlo Fitoalgas green  Tradebor Sprint Plus Boro + borax
C16:0 8,5+0,5% 8,4+0,5% 7,9+0,5 8,5+0,3% 8,8+0,5?
C18:0 1,9+0,1% 1,9+0,1% 2,0+0,1° 1,9+0,1% 1,9+0,12
C18:1n9 6911 6911 69+1 6911 6911
C18:2n6 16,7+0,5 16,3+0,3 16,5+0,5 16,7+0,5 16,6+0,1

AGS=C16:0 + C18:0; AGMI=C18:1n9; AGPI=C18:2n6;
Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05)
enquanto a auséncia indica que ndo ha diferencas;

Tabela 11 - Composicdo em &cidos gordos (percentagem relativa) do éleo extraido de amostras de
avelds (média + desvio padréo).

Boro NPK + NPK + Boro + Boro + NPK + Boro Boro +
(Controlo) Boro Fitoalgas green  Sprint Plus  + Sprint Plus  Fitoalgas green
C16:0 8,5+0,32 8,8+0,43¢ 8,7+0,3% 9,4+0,5° 9,3+0,5% 9,0+0,5%¢
C18:0 2,4+0,1° 2,1+0,1° 2,3+0,1° 2,7+0,12 2,0£0,2° 2,4+0,2°
C18:1n9  74,0+0,32 70+2° 71+1%¢ 70+1° 71+ 72,3+0,3¢
C18:2n6  11,4+0,4° 15+1°8 14+178 14,1+0,5° 13,9+0,42 12,3+0,3°

AGS=C16:0 + C18:0; AGMI=C18:1n9; AGPI=C18:2n6;
Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05);
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Figura 14 - Férmulas estruturais dos acidos gordos identificados nos éleos extraidos de amostras de
améndoas e avelas: (a) acido palmitico (C16:0), (b) &cido estearico (C18:0), (c) &cido oleico (C18:1n9), (d)
acido linoleico (C18:2n6).
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Figura 15 — Cromatograma de acidos gordos para as amostras das linhas de controle de (a) améndoa (b)
aveld; (A escala do cromatograma foi alterada para que fosse possivel a visualizagdo dos acidos gordos
minoritarios — de forma que os acidos gordos maioritarios saem do limite da imagem)

4.4 Tocoferois

Elevados niveis de tocoferdis foram encontrados nas amostras e, embora o a-
tocoferol seja o vitdmero predominante, também foram detectadas quantidades vestigiais
de B-tocoferol e y-tocoferol (Figura 16), conforme apresentado nas Tabelas 12 e 13.
Devido aos altos niveis de a-tocoferol nas améndoas e avelas, o consumo desses produtos
pode aumentar significativamente os niveis de vitamina E na dieta (Hogarty, Ang, &
Eitenmiller, 1989). O tratamento com fitoalgas green permitiu o maior nivel de todos o0s
vitameros (56 mg/100 g pf) para as améndoas, enquanto o NPK + Boro + Fitoalgas green
teve o mesmo efeito para os tocoferdis totais das avelds (28 mg/100 g pf), embora sem
atingir os valores maximos em todos os vitdmeros individuais. De referir que os contetdos
reportados por outros autores séo semelhantes (Hogarty et al., 1989; Kodad et al., 2014; J.
Parcerisa et al., 1995; Javier Parcerisa, Richardson, Rafecas, Codony, & Boatella, 1998b;
Tas & Gokmen, 2015).

Estudos de outros autores revelam que o efeito redutor de colesterol causado pela
vitamina E em humanos € consistente com observacgdes anteriores em modelos animais. A
magnitude do efeito é menor nos seres humanos, possivelmente devido a falta de controlo
da dieta (Qureshi et al., 1991). Sendo assim, é possivel que a vitamina E tenha um papel

importante no controle de hipercolesterolemia por ser um antioxidante muito eficiente e
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inibir a oxidagdo do LDL. Além disso, sdo derivados de produtos alimentares naturais, Sao
facilmente administradas e podem ter menos efeitos colaterais do que muitos outros
medicamentos (Jun Yang, 2009).

Autores relataram teores totais de tocoferol de cinco variedades nativas de avela entre
36,3 e 46,9 mg/100 g de 6leo, sendo a maior parte a-tocoferol (Alasalvar, Amaral, Satir, &
Shahidi, 2009b). Outros estudos compararam o teor de a-tocoferol de varios 6leos e
mostraram que, apds o 6leo de girassol (40,3-93,5 mg/100 g) e o 6leo de milho (23-57,3
mg/100 g), o 6leo de avela ficou em terceiro lugar entre os 6leos testados, variando de 32,9
a 44,8 mg/100 g de 6leo, obtendo-se valores superiores aos resultados obtidos neste estudo.
A razdo para a diferenca no contetudo de tocoferdis e tocotriendis pode ser atribuida aos
fatores genéticos e a diferenca entre as colheitas afetadas principalmente pelas mudancas
climéticas (Benitez-Sanchez, Ledn-Camacho, & Aparicio, 2003; Tas & Gokmen, 2015),
origem geografica, clima, ano de colheita, condi¢bes de armazenamento, condigdes de
cultura e tipo de solo (Alasalvar et al., 2006), ou metodologia analitica (Derewiaka et al.,
2014).

Estudos compararam o teor de vitamina E em sementes de girassol e alguns frutos
secos e, dependendo da metodologia, obtiveram que a saponificacdo das amostras
aumentou o conteudo de a-tocoferol e diminuiu outros contetudos de homdlogos (Delgado-

Zamarrefio, Bustamante-Rangel, Sanchez-Pérez, & Hernandez-Méndez, 2001).

Tabela 12 - Teor de tocoferois (mg/100 g pf) do 6leo extraido das amostras de améndoa (médiatdesvio
padréo).

Controlo  Fitoalgas green  Tradebor  Sprint Plus Boro + borax

a-tocoferol 44%1b 48+42 42+3bc 44+3b 40+1°

p-tocoferol 0,840,128 0,840,128 0,6+0,1° 0,7+0,12 0,7+0,1%

y-tocoferol 3,5+0,3¢ 4,2+0,32 3,0+0,3° 3,3+0,2°¢ 3,5+0,3°¢
Tocoferois Totais 47+2¢ 56+5° 43+3P 48+3¢ 42+2°

Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05);

Tabela 13 - Teor de tocoferois (mg/100 g pf) do 6leo extraido de amostras de avelds (média +
desvio padréo)

Boro NPK +Boro NPK+Boro+ Boro+ Sprint NPK + Boro Boro +
(Controlo) Fitoalgas green Plus + Sprint Plus Fitoalgas green
a-tocoferol 22+1° 22420 26x12 2522 24423 22+1°
B-tocoferol 0,55+0,04¢  0,70+0,04° 0,73+0,05%® 0,860,042 0,66+0,03° 0,730,05%
v-tocoferol 0,73+0,02°  0,82+0,05% 0,76+0,05% 0,82+0,04% 0,790,052 0,850,052
Tocoferois Totais 23+1° 23+2b 28+12 27+28 26422 23+1°

Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05);
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Figura 16 - Férmulas estruturais dos tocoferois identificados nos 6leos extraidos de amostras de
améndoas e avelas (a) a-tocoferol (b) s-tocoferol (c) y-tocoferol.

4.5 Esterois

Testes preliminares qualitativos foram efetuados comprovando-se a presencga de
colesterol, campesterol, B-sitosterol, isofucosterol e B-sitostanol nas amostras de améndoa
analisadas, mas para as quais nao foi possivel determinar as quantidades exatas. No caso
do presente estudo, o perfil basico de esterois foi determinado utilizando o reagente
BSTFA. No entanto, segundo a bibliografia, o reagente ideal para 0 uso é 0 BSTFA+1%
TCMS. Sendo assim, o ideal para estudos futuros é otimizar a caracterizagdo com ambos
reagentes e aplica-los as amostras de améndoa e aveld. No caso da aveld, foi ja assinalada
a presenca de Ad-avenasterol, clerosterol e estigmasterol, além dos esterois citados
anteriormente, ainda com a predominancia da presenca de B-sitosterol (Amaral, Casal,
Pereira, Seabra, & Oliveira, 2003; Wang, Wang, Xiao, & Xu, 2019). As diferengas de
resultados no perfil de esterois podem ser explicadas porque a distribui¢do de esterol €
bastante tipica para cada familia de plantas e a avaliacdo do contetdo total de esterol e do
perfil de esterol pode ser uma boa ferramenta para avaliar a autenticidade (Kamm, Dionisi,
Hischenhuber, & Engel, 2001).

A falta de resultados quantitativos ndo permitiu tirar conclusdes sobre qual o melhor
bioestimulante, tal como no caso dos tocoferdis. No entanto, o perfil destes compostos sera

estudado oportunamente, uma vez que 0s esterois vegetais, principalmente o B-sitosterol e
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0 campesterol, sdo constituintes da membrana das plantas que reduzem efetivamente o
risco sérico de colesterol LDL (Bl ha et al., 2003; Lei et al., 2017). Os esterois vegetais,
em geral, sdo de interesse, devido a sua atividade antioxidante e impacto na salde, tendo
sido recentemente adicionados aos Oleos vegetais como um exemplo de um alimento

funcional bem-sucedido (Wang et al., 2019).

4.6 Atividade Hipocolesterolémica

A confirmacdo da atividade hipocolesterolémica através do ensaio proposto na
seccao 3.7, ndo foi possivel devido a ocorréncia de precipitacdo dos extratos obtidos por
Soxhlet durante a execucdo do procedimento. Assim, foi dedicada uma parte substancial
do trabalho laboratorial & implementacdo de uma nova metodologia de anélise da atividade
hipocolesterolémica baseada em linhas celulares, cujos resultados ndo puderam ser obtidos
em tempo util para incluir nesta dissertagéo.

Resumidamente, na nova metodologia de analise iria ser utilizada a linha celular
Caco2, com o objetivo de avaliar o contetdo de colesterol absorvido pelas células. O meio
de cultura seria substituido a cada 3 dias e as células seriam diferenciadas por 21 dias antes
das experiéncias. A integridade da camada celular seria avaliada medindo a resisténcia
elétrica transepitelial (TEER). A escolha da linha de células Caco?2 justifica-se pois estas

assemelham-se aos enterdcitos que revestem o intestino delgado.
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V. Conclusdes e perspectivas futuras

Em conclusdo, as anélises da composicao quimica das améndoas e avelas indicaram
que estes frutos possuem tipicamente baixa humidade e alto teor em gorduras e proteinas,
além de serem frutos altamente energéticos. Os frutos secos demonstraram ser uma rica
fonte de AGMIs e AGPIs, principalmente &cido oleico (cerca de 70%), o qual tem sido
associado a efeitos benéficos para salde, aléem da vantagem de apresentarem elevado teor
de &cidos gordos insaturados. Verificou-se que as améndoas tratadas com fitoalgas green e
as avelas tratadas com NPK + Boro + Fitoalgas green apresentaram 0s maiores teores totais
em tocoferois, sendo uma excelente fonte destes compostos. Os frutos secos estudados
também contam com a presenca de fitoesterois, geralmente em altas quantidades, os quais
sdo importantes compostos bioativos, devido a capacidade de inibir a absorcédo intestinal
de colesterol. As diferencas observadas entre as linhas de tratamento parecem indicar uma
ligeira vantagem decorrente da utilizacdo das fitoalgas green para améndoa e de NPK +
Boro + Fitoalgas para aveld, mas esta conclusdo deverd ser reforcada com estudos
adicionais. A avaliacdo dos teores em triacilglicerdis e aminoacidos, por exemplo,
poderiam ser Uteis para esse fim, além da realizacdo de testes lipofilicos para avaliar a
atividade hipocolesterolémica. Além disso, a metodologia de extracao de esterois necessita
de ser optimizada com o uso do reagente ideal sugerido pela norma, processo que esté a ser
efetuado, para obtencéo de resultados quantitativos.

De facto, os resultados obtidos confirmam que as améndoas e avelds sdo uma boa
fonte de compostos saudaveis, o que poderd aumentar o seu valor comercial.
Adicionalmente, a utilizacdo destes frutos como fonte adjuvante dos atuais agentes
hipocoloesterolémicos podera trazer vantagens, quer através do seu consumo direto, quer
através da extracdo desses compostos e introducdo em novas formulagdes alimentares ou
nutracéuticas. De referir que determinadas condi¢fes de cultivo e técnicas de extracdo
podem afetar o valor nutricional e perfil quimico no geral dos frutos. Os resultados do
presente trabalho e de outros autores demostram que o perfil lipidico dos frutos pode ser
influenciado por diferencas varietais, bem como pelas condi¢des geograficas e climaticas.
Portanto, é relativamente imprevisivel definir condi¢cBes climaticas ou caracteristicas
genéticas como fator de influéncia predominante. Este facto pode assim dificultar o
objetivo de definir uma linha de tratamento especifica mais adequada.
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Contudo, e embora a sua composi¢do quimica possa diferir em funcdo da variedade
e condicOes edafoclimaticas, o perfil mantém-se mais ou menos constante (i.e.
predominancia de acidos gordos insaturados e presenca de fitosterois), pelo que os frutos
em estudo devem ser considerados como benéficos e redutores do risco crescente de doenga
cardiaca coronaria na populagao.

Por fim, importa referir que este trabalho também representa uma contribuicdo para
a caracterizacdo das améndoas e avelds cultivadas em Portugal, nomeadamente no
Nordeste Transmontano, tendo importdncia a diferentes niveis do ponto de vista
nutricional, processos tecnoldgicos e aplica¢fes. Dessa forma, os dados obtidos também
podem ser Uteis na atualizacdo ou criacdo de bases de dados e tabelas de composicéo

disponiveis acerca da composicdo quimica destes frutos.
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