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ABSTRACT

The Brazilian Amazon rainforest is rich in natural resources, which are widely used in areas such as food
and health, especially for local populations. Couepia edulis Prance is a tree from the Amazon, consisting
of fruits called agouti nut, which its use as a herbal medicine is widespread in the Amazon region. That
said, the aim of this article was to verify the cytotoxicity of Agouti nut oil. For this, the nutritional
characteristics, physical-chemical and bioactive properties of agouti nut oil were verified, for subsequent
cytotoxicity bioassay. In the centesimal composition it was identified: Caloric Value 658.84+ 0.02; Proteins
10.01 + 0.03; Ash 2.34 + 0.04; Lipids 61.20 = 0.15; Carbohydrates 17.00 + 0.20; Fibers 29.74 + 0.64. In
the fatty acid profile: arachidic (0.42%), palmitoleic (1.02%), stearic (7.11%), linoleic (14%), palmitic
(29.20%), oleic (35.01%). In the cytotoxicity assay at different extract concentrations (100; 50; 6.25 and
1.56 pg.mL-1) cell viability of 78.60 to 90.20% was identified. We conclude that the almond and the oil of
the Agouti nut at the nutritional and physical-chemical level were within the food standards for
consumption, with a high content of total fibers.

Keywords: Chrysobalanaceae; Herbal medicine; Couepia edulis; Amazonian oilseeds

RESUMO

A floresta amazdnica brasileira é rica em recursos naturais, que sdo amplamente utilizados em &reas como
alimenticia e saude, principalmente nas populac@es locais. A Couepia edulis Prance € uma arvore oriunda
da Amazénia, sendo constituida por frutos chamados de castanha-de-cutia, o qual seu uso como fitoterapico
é bem difundido na regido amazonica. Posto isso, 0 objetivo deste artigo foi verificar a citotoxicidade do
6leo da Castanha-de-cutia. Para isso, foram verificadas as caracteristicas nutricionais, propriedades fisico-
quimicas e bioativas do 6leo castanha-de-cutia, para posterior bioensaio de citotoxicidade. Na composi¢do
centesimal foi identificado: Valor Calorico 658,84+ 0,02; Proteinas 10,01 + 0,03; Cinzas 2,34 + 0,04;
Lipideos 61,20 + 0,15; Carboidratos 17,00 + 0,20; Fibras 29,74 + 0,64. No perfil de &cidos graxos:
araquidico (0,42%), palmitoleico (1,02%), estearico (7,11%), linoleico (14%), palmitico (29,20%), oleico
(35,01%). No ensaio de citotoxicidade em diferentes concentragdes do extrato (100; 50; 6,25 e 1,56 pg.mL-
1) foram identificadas viabilidade celular de 78,60 a 90,20%. Concluimos que a améndoa e o 6leo da
Castanha-de-cutia a nivel nutricional e fisico-quimico mostraram-se dentro dos padrdes alimenticios para
consumo, com alto teor de fibras totais.

Palavras-chave: Chrysobalanaceae; Fitoterapico; Couepia edulis; Frutos oleaginosos amaz6nicos

INTRODUCAO

Os fitoterapicos sao plantas utilizadas para tratar doencas, podendo ser obtidos tanto a
partir da planta inteira quanto de produtos derivados, como 6leos, pilulas ou cremes (MIRALDI,
2018). Os medicamentos fitoterapicos sdo aqueles que possuem respaldo cientifico e sdo
regulamentados por 6rgdos responsaveis. Além disso, eles sdo vendidos em farméacias e podem
ser prescritos por médicos como uma opcao de tratamento (FALZON E BALABANOVA, 2017).

A floresta amazodnica é a maior floresta tropical do mundo, composta por diferentes tipos
de matas, como terra firme, varzea e igap0, e caracterizada por um clima quente e imido, a floresta
abriga uma ampla variedade de plantas (ASSIS, 2009; BRASIL, 2004). Essas plantas, muitas

delas com potenciais medicinais, sdo consideradas recursos naturais terapéuticos utilizados pela
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populagéo local, frequentemente na forma de ché ou infusdo (CAVALCANTE, 2016; MAFRA,
2019). Além disso, a vasta extensao hidrografica da regido amazonica contribui para a diversidade
dessas plantas medicinais.

A Couepia edulis Prance esta presente na parte central da Amazdnia brasileira, inclusive
entre Tefé e Coari. (COSTA, 2011). A arvore possui tamanho médio de 25-30 m, seu fruto é
composto por uma densa camada de castanha, que envolve a améndoa, seu peso total é
aproximadamente 829 e a améndoa, em torno de 15g. O éleo desse fruto amazdnico é inodoro e
representa 73% da améndoa, possuindo niveis representativos de gorduras monoinsaturadas e de
compostos antioxidantes (ASSIS; PESSOA, 2009; COSTA-SINGH; BITENCOURT; JORGE,
2012).

Os principais constituintes que fazem dessas plantas potencialmente eficazes contra
patologias sdo os metabdlicos secundarios ou fitoquimicos, que sdo os compostos fendlicos,
alcaloides, terpenos e nitrogenados. Essas substancias possuem atividades bioldgicas no
organismo, como acdo anti-inflamatoria, antioxidante, anticancer e neuroprotetoras (UCHE,
2017; LOPEZ, 2018). Os metabdlicos primarios, tais como lipidios, carboidratos e proteinas sao
importantes para a nutricdo humana e metabolismo humano (TEODORO, 2019). Nesse contexto,
a fitoterapia € vista como um caminho para o tratamento de doencas, por seu baixo custo-
beneficio, variedades de plantas e possivel reducdo de efeitos colaterais. Posto isso, 0 objetivo
deste trabalho foi caracterizar e verificar a citotoxicidade do 6leo da Castanha-de-cutia.

MATERIAIS E METODOS

Os frutos maduros da Couepia edulis Prance foram coletados no municipio de Rio Preto
da Eva, no estado do Amazonas. Foram obtidos 4Kg de améndoa que foram colocados em
temperatura de -10°C, para posterior secagem, trituracdo e prensagem. Para obtencdo do 6leo de
Couepia edulis Prance, foi utilizada a prensagem a frio por meio de prensa hidraulica. Em
seguida, o 6leo foi condicionado em vidro &mbar, a -18°C. Para 4kg de améndoa foi obtido 500ml

de oleo.

Andlise da Composicdo Centesimal da Améndoa

As amostras da améndoa da castanha foram submetidas as analises de umidade, proteina,
lipideos, cinzas, carboidratos, fibra alimentar total e valor cal6rico total para a determinacéo da
composicdo centesimal. Cada aspecto foi observado em triplicata, de acordo com as normas
analiticas do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008) para andlise de alimentos e da Association of
Official Analytical Chemists (AOAC, 2000).
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Perfil de &cidos graxos
O 6leo da Couepia edulis Prance passou por esterificacdo com metanol em meio basico.
Em seguida, o perfil dos ésteres metilicos de &cidos graxos foi feito em triplicata, no cromatdgrafo

gasoso acoplado a um espectrofotémetro de massas (1AL, 2008).

Indice de Saponificacdo

A amostra de 6leo foi adicionada a solucdo alcodlica de hidréxido de potéssio. A solugédo
foi conectada em condensador e fervida até a completa saponificacdo da amostra. Em seguida, o
sistema foi resfriado e titulou-se a amostra com solucdo padrdo de cloreto de sédio 0,5 M,

utilizando-se duas gotas de indicador solucdo de fenolftaleina 1%.

DeterminacOes da Acidez

O indice de acidez é a quantidade de mg de hidroxido de potassio necessario para
neutralizar um grama da amostra do 6leo. A amostra foi adicionada soluco de éter:alcool (2:1)
neutra. Titulou-se com solucdo padrdo de hidréxido de sodio 0,1 M, na presenca de solucao
alcodlica de fenolftaleina a 1%, como indicador da titulacdo (ALMEIDA, 2011).

indice de Peréxido
A amostra foi misturada a solucdo de &cido acético-cloroférmio (3:2). Acrescentou-se
iodeto de potéssio, e titulou-se com solucdo de Tiossulfato de sddio 0,01 N, com constante

agitacdo, até quase o desaparecimento da coloracdo amarela (SILVA, 2017).

Densidade Relativa
Pesou-se o picndmetro vazio e com amostra a temperatura ambiente de 26C, para
posterior calculo (ALMEIDA, 2011).

Compostos Fenolicos

A quantidade de compostos fenolicos foi obtida conforme Parry (2006) e modificagdes.
A amostra de 6leo foi solubilizada em hexano e submetida a centrifugagao por 15min a 3000rpm.
Posteriormente, retirou-se a parte hidro alcodlica para quantificacdo de fendis totais, através da
espectrofotometria na regido visivel, a 750nm, utilizando o método adaptado de Folin-Ciocalteu,
em triplicata. Para elaboracdo da curva de calibragéo foi aplicado o acido galico nas concentragdes
de 1 a 10pg-ml? e os valores de fendis totais expressos em equivalente de acido galico (SCHONS,
2017).
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Tocoferois Totais

A composicdo de tocoferois totais foi determinada pelo método AOCS Ce 8-89'%,
injetando a amostra diluida em hexano no cromatégrafo liquido com detector de fluorescéncia
(CLAE). A quantifica¢ao foi alcangada por padronizagao externa, por meio de padroes de a-, B-,

v- e 5-tocoferol, sendo expressos em mg.kg de 6leo (GUINAZ et al., 2009).

Determinacéo de citotoxicidade

O teste de citotoxicidade foi realizado conforme a metodologia de AHMED e al (1994).
Numa placa de 96 pocos, as células MRC-5 de fibroblastos foram plaqueadas na concentracao de
0,5 x 10* células por poco. Passadas 24 horas de incubacéo, as células foram tratadas com 6leo
nas concentragbes de 100, 50, 6,25 e 1,56 pg/mL, cada concentragdo em 24 pogos.
Posteriormente, foi adicionado 10uL da solu¢do de Alamar Blue, em cada triplicata. Para controle
negativo foi usado o meio de cultura com DMSO a 0,01 %. Depois da metabolizacdo da
resazurina (3h), foi feita a leitura da fluorescéncia em leitor de ELISA, obtendo-se a viabilidade

celular.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Analise Centesimal da Améndoa da Castanha-de-cutia

A andlise centesimal quantifica e verifica a composicdo nutricional dos alimentos,
trazendo informacdes para as &reas de agricultura, saide e comércio (FREIRIA, 2018). Os
macronutrientes estudados como, proteinas, lipideos e carboidratos, participam do metabolismo
corporal, portanto, sua presenga em quantidades suficientes na dieta é essencial (TASGIN, 2017).
A quantidade de calorias recomendadas diariamente é de 2.000Kcal, estipula-se que uma dieta
adequada deve conter 10%-15% de proteina, 15%-30% de lipideos e 55%-65% de carboidratos
(MAHAN; RAYMOND, 2018).
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Tabela 1 - Composicdo centesimal da Castanha-de-cutia (Couepia edulis Prance), expressas em

g.100 e valor calérico em kcal/100g

Composicao Valor
Umidade 9,44 +0,04
Proteinas 10,01 + 0,03

Cinzas 2,34+ 0,04
Lipideos 61,20 £ 0,15
Carboidratos ** 17,00 £ 0,20
Fibras 29,74 + 0,64
Valor Calérico 658,84+ 0,02

*Valores médios + erro padrdo, com determinag6es em triplicata.

**Célculo por diferenga.

Conforme a Comissdo Codex Alimentarium, a quantidade minima de proteina em 100g
de um alimento solido para trazer beneficio ao organismo é de 6%, e o valor de carboidratos e
lipideos deve ser de no maximo 5% e 3%, respectivamente, enquanto o valor calérico deve ser
acima de 40Kcal. Apesar de estar acima do recomendado, em relacéo a lipideos e carboidratos, a
améndoa possui valores proximos a outras castanhas consumidas, como, por exemplo, a castanha-
do-brasil, que possui 70,80% e 12,20%, respectivamente (Silva et al.,2019).

As fibras sdo carboidratos e a quantidade recomendada em um alimento é acima de 3g a
cada 100g, logo, a améndoa da castanha-de-cutia, com 29,74g, possui alto teor desse
micronutriente. O consumo preconizado de fibras é de 25g a 35g por dia (INSTITUTE OF
MEDICINE, 2005; BERNAUD E RODRIGUES, 2013; NOGUEIRA et al., 2020).

Perfil de Acidos Graxos

Acidos graxos s&o lipideos que tem como base de sua estrutura um acido carboxilico,
essas moléculas sdo de longas cadeias e podem ser saturados ou insaturados, sendo essenciais
para o organismo humano (FROES, 2017). Na andlise do oleo da Castanha-de-cutia, foram
encontradas seis fracdes de acidos graxos: araquidico (0,42%), palmitoleico (1,02%), estearico
(7,11%), linoleico (14%), palmitico (29,20%), oleico (35,01%). No total, obteve-se 36,73% de
acidos graxos saturados, 36,03% de monoinsaturados e 14% de poli-insaturados (Tabela 2). O
acido graxo de maior ocorréncia foi o oleico (35,01%), 6mega 9, que é associado a beneficios
cardiacos, reducdo da gordura corporal, regulacdo do metabolismo celular e prevencdo de
inflamacgdes (WEl et al., 2016; FAYEZI et al., 2017; TUTUNCHI, OSTADRAHIMI, SAGHAFI-
ASL, 2020).
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Tabela 2. Perfil de acidos graxos de éleos da Castanha-de-cutia (Couepia edulis Prance) em %

Acidos Valor médio (%)*
Graxos

Palmitoleico (C16:1) 1,02
Palmitico (C16:0) 29,20
Linoleico (C18:2) 14,00
Oleico (C18:1) 35,01
Esteérico (C18:0) 7,11
Araquidico (C20:4) 0,42
Saturados 36,73
Monoinsaturados 36,03
Poli insaturados 14,00

*Valores médios + erro padrdo da média de determinac@es em triplicata.

O segundo &cido graxo de maior prevaléncia, com 29,20%, foi o acido palmitico, saturado
(Tabela 2). Mesmo possuindo funges biologicas necessarias a nivel celular e tecidual, essa classe
de compostos pode aumentar o indice de colesterol LDL e desregular o metabolismo corporal,
ocasionando doencas corondrias e aterosclerose, quando ingeridos em excesso (CARTA et al.,
2017; XU et al., 2019). O &cido linoleico localiza-se na terceira maior concentragdo, com 14%,
por ser um acido graxo poli-insaturado melhora a resposta imunoldgica e reduz a obesidade
(FREITAS et al., 2020). Juntamente com o acido linolénico (6mega 3), causa a diminuicdo da
pressdo arterial, triglicerideos e colesterol. Conforme a Dietary Reference Intakes (DRI), a
proporcionalidade de ingestdo apropriada entre 6mega-6 e 6mega-3 é de 2:1, em contrapartida,
para OMS/FAOQ, essa proporcdo pode ser de 5:1 a 10:1 (IZAR et al., 2021).

Em relacdo a quantidade de &cidos graxos saturados, o 6leo da Castanha-de-cutia, com
36,73%, apresentou maior quantidade que o de outras oleaginosas como Castanha-do-Brasil e
Castanha-de-Caju, que expressaram valores de 27,11% e 18,09%, respectivamente. Esses lipideos
devem estar presentes no organismo em até 7% do total desses compostos, para que 0
metabolismo corporal possa manter-se em equilibrio. Caso, essa quantidade seja maior, existe a
possibilidade do surgimento de doencas cardiovasculares e aumento do colesterol LDL
(MARTINEZ-GONZALEZ et al., 2019; PIZZORNO, MURRAY, 2020).

Analises Fisico-Quimicas
As analises fisico-quimicas sdo necessarias para verificar se os 0Oleos vegetais sdo
apropriados para consumo. O indice de saponificacdo esta relacionado a qualidade do liquido,

onde é observado seu grau de deterioracéo e estabilidade. Conforme o padrdo internacional, um
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6leo de qualidade deve ter entre 177 e 187 mg KOH g-1 de indice (VIEIRA et al., 2018). A
castanha-de-cutia apresentou valor dentro do padrdo para consumo, com 187 mg KOH g-1
(Tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas Fisico-Quimicas de 6leos da Castanha-de-cutia (Couepia edulis Prance)

Caracteristicas Castanha-de-cutia (2022)*
indice de Saponificacdo (mg KOH/g) 187,84¢
Acidez (mg KOH/g) 0,58
Peroxidos (meg/kg) 0,77°
Densidade Relativa (g/mL) 0,892

*Valores médios.

O teor de acidez esté associado a quantidade de &cidos graxos livres, esse fator interfere
na qualidade e conservacdao do Oleo. Para dleo obtido por prensagem a frio, as normas
internacionais sugerem um valor de no méaximo 4mg KOH/g, acima disso, 0 consumo € improprio
(AQUINO-BOLANOS et al., 2019; ATAIDE, VINGRE, TOURO, 2020). A Castanha-de-cutia,
com 0,58 mg KOH/g esta conforme os padrdes internacionais (Tabela 3).

O indice de peroxido representa a oxidagdo do 6leo, visto que, s&o 0s primeiros compostos
liberados na deterioracdo de acidos graxos, retratando os radicais livres. Em éleos prensados a
frio, a Comissdo Codex Alimentarium estabelece que o valor de per6xidos deva ser de no maximo
15 meg/kg (MOURA et al., 2019; MESQUITA et al., 2020). Portanto com 0,77 meg/kg, o 6leo
de castanha-de-cutia segue no padrdo (Tabela 3). No que diz respeito a densidade, ela esta
interligada a adulteragdo do oOleo, pois, a modificacdo da densidade indica que algum
contaminante possa existir. Os 6leos possuem densidade entre 0,89 e 0,92 g/mL (OLANIY | et al.,
2014; ALMEIDA, 2015), logo, pode-se constatar que o valor de 0,89 g/mL da castanha-de-cutia

esta no padrdo recomendado (Tabela 3).

Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos sdo fitoquimicos produzidos pelas plantas para diversas funcdes
tanto protetoras como estruturais. A quantidade dessas substincias varia conforme fatores
climaticos, colheita, armazenamento e maturacdo. Esses compostos sdo antioxidantes, ou seja,
retarda o estresse oxidativo, este consiste na liberacdo excessiva de radicais de oxigénio,
relacionando-o a diversas doencas ndo transmissiveis, como diabetes e doencas cardiovasculares
(ARNOSO et al., 2018; MORAIS et al., 2019; ESPINDOLA, 2019). Pode-se observar que o 6leo
da Castanha-de-cutia possui quantidade favoravel de compostos fendlicos, ele estd no padrdo
observado em pesquisas de castanhas consumidas no Brasil e Estados Unidos, que variou de 0,32
mg de EAG.g-1 a 4,20 mg de EAG.g-1 (EGEA et al., 2017).
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Tabela 4. Compostos fendlicos de éleo da Castanha-de-cutia (Couepia edulis Prance)
Bioativo Castanha-de-cutia (2022)*

Compostos fendlicos (mg de EAG.g-1) 2,30

*Valor médio.

Tocoferois Totais

Tocoferdis sdo substancias lipossollveis presentes em oleaginosas, como as castanhas.
Esses compostos sdo antioxidantes e comumente chamados de Vitamina E (UMEDA, 2017). Essa
funcdo antioxidante esta relacionada a sua capacidade de proteger os lipideos poli-insaturados das
membranas celulares contra o ataque de radicais livres, que sdo responsaveis pela oxidagédo de
células. 1sso corrobora para seu efeito cardioprotetor, pois, tem a capacidade de inibir a oxidagdo
do LDL, além disso, pode prevenir doengas neurodegenerativas e cancerigenas, portanto sendo
essencial para a nutricdo humana (GRILO et al., 2013). Foi evidenciado que o 6leo da Castanha-
de-cutia apresentou quantidade maior de tocoferois totais que as outras castanhas, que variaram
de 140,80 mg.kg* a 234,26 mg.kg? (FUNASAKI et al., 2013; OLATUNYA, 2021), assim,
evidenciando seu potencial antioxidante (Tabela 5).

Tabela 5. Média do teor de tocoferois totais do 6leo da Castanha-de-cutia (Couepia edulis

Prance).

Bioativo Castanha-de-cutia (2022)*
Tocoferdis Totais (mg.kg?) 479,17+ 0,85

* Valores médios + erro padrdo, com determinagdes em triplicata.

Citotoxicidade

A medicgdo de citotoxicidade € um pardmetro essencial dentre os testes bioldgicos, para
avaliar substancias e materiais que serdo utilizados por seres humanos. A analise pela viabilidade
celular in vitro é uma forma simples de avaliar o efeito de uma substancia em relacéo as células
estudadas, no caso, células normais de fibroblastos. Nesse ensaio foi avaliado se o 6leo da
castanha de cutia causa a morte celular (LI, ZHOU, XU, 2015; NETO, 2018).

Tabela 6. Viabilidade Celular do dleo da Castanha-de-cutia, em diferentes concentragdes.

Concentragéo (ug.mL™)

100

50

6,25

1,56

Controle DMSO 0,01%

Viabilidade Celular (%)

78,607

82,30°

85,50°

90,209

100¢

*Valores médios. Mesmas letras nas linhas ndo diferem pelo teste de Tukey (p > 0,05)
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Foi demonstrado que nas concentragfes analisadas do 6leo da Castanha-de-cutia, as
viabilidades celulares foram de 78,60% a 90,20% (Tabela 6). Portanto o 6leo ndo tem potencial
citotoxico, pois suas viabilidades estdo acima de 70%, caso o valor fosse menor que essa
porcentagem, seria considerado citotéxico (ISO 10993-5, 2009; VIEIRA, 2014). A viabilidade
celular do dleo da Castanha-de-cutia, nas diferentes concentracdes, apresentou diferenca
significativa (p<0,05).

Atualmente, os frutos amazonicos tém despertado um grande interesse tanto na area
cientifica quanto na industria alimenticia e farmacéutica. Existem varias dire¢cbes promissoras
para pesquisas futuras com esses frutos, visando explorar seu potencial econdmico, nutricional e
medicinal, como: composicdo nutricional, propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias,

atividade antimicrobiana e antiflngica, estudos farmacoldgicos etc.

CONCLUSAO

A améndoa e o 6leo da Castanha-de-cutia a nivel nutricional e fisico-quimico mostraram-
se dentro dos padrdes alimenticios para consumo, com alto teor de fibras totais. O perfil lipidico
do 6leo mostrou teores satisfatorios de acidos graxos. O 6éleo ndo apresentou citotoxicidade,
enquanto a quantidade de compostos fendlicos e de tocoferdis totais do dleo foi significante. Pode-
se concluir que o 6leo da Castanha-da-cutia apresenta potencial para tornar-se um fitoterapico
visto sua baixa toxidade celular, quantidade expressiva de compostos fendlicos totais, tocoferois,

alto teor de fibras e acidos graxos insaturados.
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