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RESUMO

E cada vez mais intensa a busca por alimentos que apresentem, além do valor nutritivo basico,
aspectos funcionais, como 0s antioxidantes, que possam auxiliar na protecao e tratamento de
doencas. O presente trabalho avaliou a capacidade antioxidante de farinhas alimenticias:
gergelim (Sesamum indicum), linhaca (Linum usitatissimum), aveia (Avena sativa), trigo
(Triticum aestivum), soja (Glycine max), milho (Zea mays vigosence), girassol (Helianthus
annuus) e acafrdo (Curcuma longa), visando sua utilizagdo para fins funcionais, como
nutracéuticos e/ou em inddstrias alimenticias. Para isto, extratos metandlicos foram obtidos
por meio de extracdo continua em Soxhlet. Para a capacidade antioxidante, foram utilizados o
método de Folin-Ciocaulteu, para a determinacdo do contetdo total de fendis, a atividade
sequestradora frente ao radical DPPH" e redutora frente aos ions de ferro (FRAP) e ions de
cobre (CUPRAC). O poder de inibi¢do da peroxidacéo lipidica in vitro foi também avaliado.
Foram realizados estudos de correlacdo entre os métodos de Folin-Ciocaulteu versus
capacidade antioxidante frente ao radical DPPH", FRAP e CUPRAC, em forma binéaria. Na
sequéncia, todos os resultados de cada método foram normalizados e por fim foi feito estudo
de correlacdo de Pearson para todos os métodos. De acordo com os resultados encontrados
para o0 contetdo total de fendis observou-se que o maior conteddo foi encontrado no extrato
da farinha de acafrdo (119 £ 3 mg de equivalentes de acido galico (EAG)/ g de extrato seco).
O extrato da farinha de girassol apresentou o maior potencial sequestrador frente ao radical
DPPH’(44%), para um tempo de 30 min e os dados foram confirmados pelo menor valor de
ICso (21 g mL™). Os extratos das farinhas de girassol e de acafréo se destacaram, novamente,
frente a FRAP e CUPRAC, com destaque para a farinha de girassol (FRAP = 1242 + 34 yumol
de equivalentes de trolox (ET)/ g de extrato seco) e para a farinha de acafrdio (CUPRAC =
1738 + 51 umol ET/ g de extrato seco). Para os resultados de peroxidacdo lipidica, os extratos
de acafrdo e girassol foram os que forneceram os melhores resultados (68 a 70%) de protecédo
a membrana em 30 min de reacdo. De acordo com os resultados do estudo de comparacao
entre todos os métodos, observou-se que o extrato da farinha de girassol foi o que obteve o
melhor e mais significativo resultado. Por meio da analise de correlagdo de Pearson,
observou-se que houve correlacdo positiva (p < 0,01), com magnitudes forte e fortissima,
entre todos os métodos estudados, sugerindo que todos 0s ensaios sdo recomendaveis para
avaliar a capacidade antioxidante das farinhas estudadas. Em resumo, evidenciou-se que as
farinhas de girassol e acafrdo mostraram alto conteddo em antioxidantes, sendo, portanto,
fontes relevantes de nutracéuticos, podendo, ainda, ser aplicadas como preservativos em
formulacdes de alimentos.

Palavras-Chaves: Capacidade antioxidante, peroxidacdo lipidica, farinhas alimenticias,
acafrdo, girassol.



ABSTRACT

The search for food, which presents, besides the nutritional value, functional characteristics,
like antioxidant capacity, auxiliary in the protection and treatment of diseases, is each time,
more intense. The present work had evaluated the antioxidant capacity of alimentious flours:
sesame (Sesamum indicum), sunflower (Helianthus annuus), linseed (Linum usitatissimum),
oatmeal (Avena sativa), wheat (Triticum aestivum), soybean (Glycine max), corn (Zea mays
vicosence) and saffron (Curcuma longa), aiming their possible utilization as nutraceuticals
and/or in the food industry. Methanolic extracts were obtained by continuous extraction
through Soxhlet. For obtaining the antioxidant capacity, several assays were used: Folin-
Ciocaulteu, for the determination of the total phenol content (TPC), the radical DPPH’
sequestrating activity (RSA), and reducing ability towards iron ions (FRAP) and copper ions
(CUPRAC). The in vitro lipid peroxidation inhibition was also evaluated. Correlation studies
among Folin-Ciocaulteu versus DPPH" RSA, FRAP and CUPRAC, two by two were
performed. In a sequence, all the results were normalized and Pearson correlation toward all
methods was obtained. The higher TPC was found in saffron flour extract (119 + 3 mg of
gallic acid equivalents (GAE)/ g of dry extract), The sunflower flour extract presented the
higher DPPH’ RSA (44%), for 30 min and data were confirmed by the lower value of ICs (21
ng mL™). The extracts from sunflower and saffron had a higher performance toward FRAP
and CUPRAC, with emphasis on sunflower flour (FRAP = 1242 + 34 pmol of trolox
equivalents (TE)/ g of dry extract) and for saffron flour extract (CUPRAC = 1738 £ 51 pumol
TE/ g of dry extract). Toward the inhibition of lipid peroxidation, the flour extracts of
sunflower and saffron (68 a 70%) had, again, the best performance, in 30 min of reaction. The
all methods-comparison analysis had shown the sunflower flour extract as the best-
performance one. The Pearson correlation among all methods had indicated positive
correlation (p < 0,01), with strong and very strong magnitudes, suggesting that all assays were
recommended for evaluating the antioxidant capacity. As a summary, sunflower and saffron
flours had been shown to possess a high content of antioxidants, offering an alternative source
of nutraceuticals as well as preservatives in food formulations.

Key-words: Antioxidant capacity, lipidic peroxidation, nutritional flours, saffron, sunflower.



Figura 1
Figura 2

Figura 3

Figura 4
Figura 5
Figura 6
Figura 7
Figura 8

Figura 9

Figura 10 -

Figura 11 -

Figura 12 -

Figura 13 -

Figura 14 -

Figura 15 -

Figura 16 -

Figura 17 -

Figura 18 -

Figura 19 -

LISTA DE FIGURAS

Cadeia transportadora de elétrons. ..........cccooeiieiiiic i 19
Formacdo das EROs e sua relagdo com os sistemas boldgicas. ............c.ccccveenene 22

Fontes e respostas celulares as EROs, nitrogénio, derivados de enxofre, ERCI, de
carbono e metais de transicdo [M™)]. Os sistemas de defesa antioxidante
enzimatico e ndo enzimtico, quando eficientes, manttm a homeostase
fisioldégica e quando estdo ineficientes, permitem a instalacdo do estresse
oxidativo, representado pelo dano celular em macromoléculas como o DNA,

proteinas e lipidios, que se expressam clinicamente como envelhecimento ou

OBINGAL ...ttt bbbt 24
Respostas celulares a diferentes graus de estresse oxidativo. ..........ccccceevereennnne 25
Participagéo do estresse oxidativo na proliferacdo e morte celular. ................... 26
Classificacdo dos antioxidantes enzimaticos e ndo-enzimaticos......................... 30
Rota experiemental simplicada utilizada neste trabalho. .............cccccooiiiiieennns 40
ACATTE0 INNALUFAL .....veiiecic et 42
Amostras in natura antes do processo de Moagem. .........ccccvevveveereeieeseesieenenns 42
AMOstras apOs Processo de MOAGEIM. .......ccveiuieieieeiteeee st e e e sre e sre e 43

Aparelho de Soxhlet usado antes e durante o processo de extracdo da amostra

6 0r= Y1 -1 ) USSR 46

Reacdo do acido gélico com molibdénio, componente do reagente de Folin-
(O oo UH || (-] SRS S 48

Curva de calibragéo de Folin-Ciocaulteu, medida em absorvancia a A = 760 nm.

............................................................................................................................. 49
Reacdo quimica entre 0 BHT e o radical DPPH®..........c.cccccoiviiiiiccieceee, 50
Curva de calibragdo do DPPH®, medida em absorvancia a A = 516 nm. ............ 52
Reducdo do complexo TPTZ cOm FE®*. ... 53
Curva de calibragao do FRAP, medida em aborbancia a A = 595 nm................. 54
Reducdo do Cu (1) para Cu (1).. .ocveeeieeeeeeseee e 54

Curva de calibracdo do CUPRAC, medida em absorbancia a A =450 nm. ........ 56


file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544110
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544111
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544111
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544111
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544111
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544111
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544111
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544111
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544111
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544112
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544113
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544114
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544116
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544117
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544118
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544119
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544120
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544120
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544121
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544121
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544122
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544122
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544123
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544124
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544125
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544126
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544127
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544128

Figura 20 -
Figura 21 -

Figura 22 -

Figura 23 -

Figura 24 -

Figura 25 -

Figura 26 -

Figura 27 -

Figura 28 -

Sonda fluorescente C11- Bodipy ancorada a um lipoSsoma. ..........cccecevereniene. 56
Reacédo do gerador de radicais AAPH durante o método de peroxidacéo. ......... 58

Porcentagem da capacidade antioxidante obtido pelo método de DPPH® dos
extratos metandlicos das farinhas de gergelim, acafrdo, linhaca, aveia, trigo,

MIINO, QIraSSOl € SOJA. ..vevveiieieieece e 69

Valores de ICsy para os extratos metandlicos de milho, soja, gergelim, trigo,

aveia e linhaca (A) e de girassol e agafréo (B).......cccccoveririenienieiese e 72

Correlacdo entre contetdo total de fendis (Folin-Ciocaulteu) expressos em EAG/
g extrato seco versus a atividade antioxidante (%) frente ao radical DPPH® para
os extratos de gergelim, milho, acafrdo, trigo, aveia, linhaca, soja e girassol, nas
concentragdes de 15 MG L™ (RZ = 0,85)......cuieeeeeeeeeeereeeeeeeeeeseseeeesesseeseseesneenes 74

Correlacdo entre contetdo total de fendis (Folin-Ciocaulteu) expressos em pmol
ET/ g extrato seco versus capacidade redutora (%) frente aos ions de ferro para
0s extratos de gergelim, milho, acafrdo, trigo, aveia, linhaga, soja e girassol, nas
concentracdes de 15 Mg L™ (RZ=0,89). ..o ivevveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseeeseneesneenes 80

Correlacdo entre contetdo total de fendis (Folin-Ciocaulteu) expressos em pmol
ET/g extrato seco versus capacidade redutora (%) frente aos ions de cobre para
os extratos de gergelim, milho, acafrdo, trigo, aveia, linhaca, soja e girassol, nas
concentracdes de 15 Mg L™ (RZ=0,96). .......oververeemeereseeiesessiesseessessessssssneens 84

Protecdo contra a peroxidacdo lipidica provenientes de extratos metandlicos de
gergelim, acafrdo, soja, milho, linhaca, girassol, trigo e aveia (10 mg/L),
controle positivo (trolox) e controle negativo (tampédo fosfato e metanol).
Lipossoma mais Cy;-BODIPY*®%!  foram adicionadas em todos os

EXPEIIMEINTOS. ..oeivieiiie ittt ettt e e e et e et e e sa e e st e e beesnteesbeeasbeesraeareeas 85

Atividades normalizadas dos extratos, em relagdo a cada teste antioxidante. A
atividade mais elevada foi considerada de 100%, e os outros valores
correspondem a uma percentagem relativa de atividade. Dentro de cada coluna,
as médias indicadas com a mesma letra ndo séo significativamente diferentes

para este teSte (P < 0,05)...iciiiiiieie e 87


file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544129
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544130
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544131
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544131
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544131
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544132
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544132
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544133
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544133
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544133
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544133
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544134
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544134
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544134
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544134
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544135
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544135
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544135
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544135
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544136
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544136
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544136
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544136
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544136
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544136
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544136
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544136
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544136
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544136

Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -
Tabela 4 -
Tabela 5 -
Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8 -

Tabela 9 -

Tabela 10 -

Tabela 11 -

Tabela 12 -

Tabela 13 -

Tabela 14 -

Tabela 15 -

Tabela 16 -

LISTA DE TABELAS
Selecédo de doencas geradas por meio do estresse 0Xidativo...........c.ccecveeereenee. 27

Alguns dos compostos fendlicos encontrados em linhaca, agafrdo, gergelim,

S0ja, avela, trigo € gIrassol. .......covecviieiicie e 34
Reagentes e solventes e suas devidas marcas usado em experimentos................ 38
Equipamentos utilizados durante 0S eXperimentos...........cccccvevveeveervereseeseennenns 39
Caracteristicas importantes para amostras no presente trabalho. ....................... 41
Informacdes importantes sobre amostras escolhidas. .............cccooevviieiveiecnnen, 43

Rendimento (%) e tempo de extracdo dos extratos metanolicos de acafrao,
gergelim, girassol, linhaga, soja, milho, trigo, aveia, em relacdo a massa original
0 F= U T 010111 - VTSR 47
Conteudo total de fendis (CTF) obtido pelo método Folin-Ciocaulteu dos

extratos metandlicos das farinhas de gergelim, acafrdo, linhaca, aveia, trigo,

MITNO, QIraSSOl € SOJA. ...ecvvevieiieiieecte e 61

Contetdo total de fendis em amostras semelhantes as estudadas no presente
trabalho, utilizando acido galico como padrao..........ccccccerereereneneeseneeee 62

Resultados do contetido total de fendis, utilizando o método de Folin-Ciocaulteu

para estudos realizados em cascas, sementes, polpas, frutas, residuos de frutas e

fibras de coco registrados Na lteratura.............ccccovveveeiieiecie e 67
RSA (%) de amostras semelhantes as estudadas no presente trabalho. .............. 70
RSA (%) de cascas, sementes, polpas de frutas, fibras de coco.............ccceveeneee. 71

Resultados para os extratos metandlicos de girassol, acafrdo, linhaca, aveia,

gergelim, milho, trigo e soja obtidos pelo método de FRAP. ........cc.cccevcvevivennene. 75

Poder redutor frente aos ions de ferro para amostras semelhantes as do presente
TrADAIN0. ... 76

Poder redutor frente aos ions de ferro para amostras semelhantes as do presente

trabalho usando padries diferentes. ........cccovvveiieiii e 77

Capacidade redutora frente aos ions de ferro encontradas na literatura para
amostras como: cascas, sementes e polpas de frutas, especiarias, frutas e fibras

[0 (3 o0 o]0 EUTTTUT TR 79


file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544132
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544133
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544133
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544132
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544132
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544132
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544132
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544133
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544133
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544133
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544132
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544132
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544132
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544133
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544133
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544132
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544132
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544132
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544133
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544133
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544132
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544132
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544133
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544133
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544133
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544133
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544132
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544132
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544132
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544132

Tabela 17 - Resultados para os extratos metandlicos de girassol, agafrdo, linhaga, aveia,
gergelim, milho, trigo e soja obtidos por CUPRAC. ........ccccvveviieieiin e 82

Tabela 18 - Coeficientes de correlacfes de Pearson entre 0S MEtodos. ........ccccvevevervrvrrnnne. 88


file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544132
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544132
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc360544132

10,
AAPH/ ABAP
AIDS
ANVISA
ATP
AVC
BHA
BHT
CAT
CECA
CLAE
CTF
CUPRAC
DNA
DPPH
EAG
ECso
EDTA
ERC
ERCI
ERO
ERN
ERS

ET

FRAP
GPx

HIV
HOO’
IBGE
1Cso

[o):!

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Oxigeénio singleto

2,2’-azobis (2-metilpropionamida) di-hidrocloreto
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Trisfofato de adenosina

Acidente Vascular Cerebral

Butil-hidroxianisol

Butil-hidroxitolueno

Catalase

Centro de Ciéncias Agréarias

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Contetdo Total de Fenois

Capacidade antioxidante por meio da Reducdo do Cobre
Acido dexorribonucléico
2,2-difenil-1-picril-hidrazila

Equivalente de Acido Galico

Concentracédo Eficiente em 50%

Acido etilenodiaminotetra-acético

Espécies Reativas de Carbono

Espécies Reativas de Cloro

Espécies Reativas de Oxigénio

Espécies Reativas de Nitrogénio

Espécies Reativas de Enxofre

Equivalente de Trolox

Capacidade antioxidante por meio da Reducéo do Ferro
Glutationa peroxidase

Virus da Imunodeficiéncia Humana

Radical hidroperoxido

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
Concentragéo de Inibigdo em 50%

Instituto de Quimica e Biotecnologia



NADPH
NPT
0,

O,

OH’
ONOO’

RL

RNA
RSA
SAEG
SMGP
SOD
Bodipy -
C11581/591
TBHQ
TPTZ
TROLOX
UFAL
uv
UV-VIS
VC

VPD

Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato Oxidases
Nucleo de Pesquisas Tecnoldgicas

Radical anion superoxido

Oxigénio

Radical Hidroxila

fon peroxinitrito

Galato de Propila

Pesquisa de Orcamento Familiar

Coeficiente de correlacdo

Espécie Radicalar

Coeficiente de determinacgéo

Radical Livre

Acido ribonucleico

Atividade Sequestradora de Radical

“System for Statistical Analysis” Sistema para Analise Estatistica
Melhoramento Genético de Plantas

Superéxido dismutase
4,4-difluoro-5-(4-fenil-1,3-butadienil)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno-
3-undecandico acido

terc-butil-hidroguinona

2,4,6-tris(2-piridil)-5-triazina

Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-carboxilico
Universidade Federal de Alagoas

Ultravioleta

Ultravioleta-Visivel

Voltametria Ciclica

Voltametria de Pulso Diferencial



11
1.2
1.3
1.4

1.5

2.1
2.2

3.1
3.2
3.3

3.4

34.1
3.5
351
3.6
3.6.1
3.7
3.7.1
3.8
3.8.1
3.8.2
3.9

SUMARIO

INTRODUGAO ..ottt sas st 17
CONSIAEIAGOES GRIAIS .....cveiveeuiiaieteete sttt b e ene s 17
Espécies Reativas de OXIGENIO ........couiiiririiirieiee e 18
EStresSse OXIAALIVO .......ooviiiiiiiiiiiiiieie et 23
ANTIOXTAANTES ...ttt b e 28
ANtioxidantes em AlIMENTOS. ........coviiiiiiiieee e 31
OBUIETIVOS ...ttt nneas 37
ODBJELIVOS GEIAl......cviciiiiieiece ettt re e 37
ODbjetivos ESPECITICOS.......uciiiii et 37
EXPERIMENTAL ..ot 38
Reagentes, Solventes € EQUIPAMENTOS ........ccocveiieiiiiicieesie e 38
Obtencédo e elaboracdo das farinhas ... 40
Obtencao dos extratos MetanOliCoS...........cccoveiiiiiiicie e 46

Determinacdo do contetdo total de fendis utilizando o método de Folin-

CHOCAUITEUL ...ttt b et b e ene s 47
Curva de calibracéo para o método de Folin-Ciocaulteu ............ccccevevereveieinennane 49
Capacidade antioxidante frente ao radical DPPH®..............c.cccoooveiviieiivcrceie, 50
Curva de calibragdo para 0 DPPH® .........ccooiiiiiiiiccceecse e 51
Capacidade antioxidante por meio da reducéo de ferro (FRAP) .......ccccceeenee. 52
Curva de calibracdo para 0 método de FRAP .........cooiiieiiiiiiiee e 53
Capacidade antioxidante por meio da reducéo de cobre (CUPRAC)................. 54
Curva de calibracdo para 0 método de CUPRAC ........cccooiiiiininieieee e 55
Avaliacdo das amostras como inibidora da peroxidacéo lipidica.............c......... 56
Preparo do lipossomo com a sonda fluorescente...........cccocovevveeiiciiecic e, 57
Monitoramento da liPOPeroXidaGa0..........ceiverueiieeriieiieie e 57
ANALISE BSTALISTICA . ......veveeeieie s 58


file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984789
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984790
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984790
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984795
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984796
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984797
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984799
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984800
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984801
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984802
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984803
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984804
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984813
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984817
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984817
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984818
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984822
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984818
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984823
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984825
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984830
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984825
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984830
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984825
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984825
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984825

4 RESULTADOS E DISCUSSAO......cocuuierimeiirsesneeseesasesesssssssssssssssssesassssssnns 60
4.1 Conteudo total de fendis utilizando o método de Folin-Ciocaulteu...................... 60
4.2 Capacidade antioxidante frente ao radical DPPH®...........cccccoovvminnncccccnenen, 68
4.3 Correlagdo entre contetdo total de fendis (Folin-Ciocaulteu) expressos em EAG/

g extrato seco versus a atividade antioxidante (%) frente ao radical DPPH"® ....73
4.4 Capacidade antioxidante por meio da reducéo de ferro (FRAP) ..........ccccueneee. 75
4.5 Capacidade antioxidante por meio da reducéo de cobre (CUPRAC)................. 81
4.6 Avaliacdo das amostras como inibidora da peroxidacao lipidica.............c.......... 84
4.7 Comparagcéo entre os métodos de FOLIN, DPPH®, FRAP e CUPRAC............... 86
4.8 CoNSIAeragies fINAIS.........ccoiviiiiie e 88
CONCLUSAO. ...ttt 90
5 PISPECTIVAS ...ttt bbbttt bbb 91

REFERENCIAS ..o et e e et e e e et e et et et e et et et e e s et e e s e e et e es e e e een e 92


file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984831
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984832
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984839
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984849
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984849
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984850
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984850
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984850
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984850
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984850
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984851
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984850
file:///C:/Users/Kelly/Dropbox/Tese%20Fabricia02072013%20corrigidaok.docx%23_Toc358984853

Kelly Lopes Herculano 17

1 INTRODUCAO

1.1 Consideracdes Gerais

A geracdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) constitui, por exceléncia, um
processo continuo e fisiolégico, cumprindo fungbes bioldgicas relevantes (BARBOSA et al.,
2010). Durante os processos metabdlicos, essas espécies atuam como mediadores para a
transferéncia de elétrons em varias reacbes bioquimicas (BARBOSA et al., 2010). Sua
producdo, em proporcbes adequadas, possibilita a geracdo de trisfofato de adenosina (ATP),
por meio da cadeia transportadora de elétrons, a participagdo em mecanismos de defesa
durante o processo de infeccdo, dentre outros, porém, a producdo excessiva pode conduzir a
danos oxidativos em moléculas essenciais para o funcionamento dos organismos (BARBOSA
et al., 2010; SHAMI; MOREIRA, 2004). O aumento excessivo destas espécies pode gerar o
estresse oxidativo.

A dieta é, sem davida, um fator de grande importancia na modulagdo do estresse
oxidativo (BARBOSA et al., 2010). Moraes e Colla (2006) afirmaram que as lesdes causadas
pelas EROs nas células podem ser prevenidas ou reduzidas por meio de antioxidantes. Os
antioxidantes sdo encontrados em muitos alimentos e podem agir diretamente na neutralizacédo
da acdo destas espécies ou participar indiretamente de sistemas enzimaticos com essa fungéo
(MORAES; COLLA, 2006).

Vaérios estudos tém evidenciado o potencial antioxidante de uma larga variedade de
vegetais e alimentos como grdos de cereais (aveia e soja), oleaginosas (linhaca) e cascas de
frutas, além das farinhas integrais ou farelo de trigo e de arroz integral, os quais mostraram
resultados positivos na prevencdo de doencas crbnico-degenerativas (MAZZA, 1998;
OLIVEIRA et al., 2009).

Segundo a Pesquisa de Orcamento Familiar (POF) (2008-2009), as familias
brasileiras vém se alimentando de maneira inadequada, devido ao baixo consumo de frutas e
hortalicas e alto consumo de farinhas ndo integrais. Essas farinhas nao integrais poderiam ser
substituidas por alimentos mais benéficos a salde da populacéo, e de fato, muitas farinhas,
que j& sdo conhecidas no mercado, poderiam ser mais estudadas e indicadas para a populagéo,
proporcionando beneficios por conter compostos bioativos que agem em prol da sadde.

Sendo assim, o presente trabalho visa analisar farinhas alimenticias com potencial
efeito antioxidante, que oferecam propriedades benéficas, além do aporte energético, de forma
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que possam ser substitutas das farinhas atualmente consumidas pela grande maioria dos

brasileiros.

1.2 Espécies Reativas de Oxigénio (EROSs)

Atualmente, sabe-se que 0s mecanismos de gera¢do de EROs ocorrem normalmente
nas mitocondrias, membranas celulares e no citoplasma, sendo que a mitocéndria, por meio
da cadeia transportadora de elétrons, é a principal fonte geradora destas espécies (Figura 1)
(BARBOSA et al., 2010; GREEN et al., 2004). Algumas das EROs tém natureza radicalar,
outras sdo agentes oxidantes ndo radicalares, como o peroxido de hidrogénio (H,0)
(TREVISAN, 2008). Radicais sdo espécies que possuem um ou mais elétrons
desemparelhados, ou seja, elétron isolado em um orbital atdmico ou molecular
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Entretato, as espécies reativas que ganham maior
destaque, devido a reatividade e aos danos que podem causar no organismo, sdo as de
oxigénio, outras espécies reativas causam danos, porém menores como as de: carbono,
enxofre e nitrogénio (VASCONCELOS et al., 2007).

A geracdo natural de EROs no organismo humano, seja por alguma disfuncao
biol6gica ou ndo, é uma condicao fisioldgica agregada a vida aerébia (RIBEIRO et al., 2005).
Em condic@es fisioldgicas, os organismos aerébios metabolizam 85 a 90% do oxigénio (O,)
consumido na mitocondria, por meio da cadeia transportadora de elétrons (figura 1)
(BARBOSA et al., 2010). Os 10 a 15% do O, sédo utilizados por diversas enzimas oxidases e
oxigenases e, ainda, por reacdes quimicas na reducdo do O, a agua (H.O) (BARBOSA et al.,
2010), figura 1. No entanto, cerca de 2 a 5% do O, metabolizado nas mitocondrias sdo
desviados para outra via metabdlica, e reduzidos de forma univalente, dando origem ao
radical anion superoxido (O;") e em cascata, as EROs (KOURY; DONANGELO, 2003).
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Figura 1 - Cadeia transportadora de elétrons.
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Fonte: Disponivel em http://biologia.org.br/cadeia-transportadora-de-eletrons/

Essas substancias toxicas sdo geradas durante a cadeia de transporte de elétrons nas
mitocdndrias, reacdes enzimaticas, reacdes de auto-oxidacdo, ou ainda, pelo grupo heme de
proteinas (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). EROs como: radical anion superoxido O,",
radical hidroxila (OH") e peroxido de hidrogénio (H,0,), sdo gerados mediante reacdes
especificas, catalisadas por enzimas e com a participacdo de ions de ferro e de cobre
(BARBOSA et al., 2010) (equacdes 1-6).

A maior fonte de energia para 0s organismos aerobicos esta na terceira etapa da
respiracdo, que ocorre no interior da mitocondria, onde uma molécula de O, é reduzida a duas
moléculas de H,O, com consumo de 4 elétrons (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006)
(Equacéo 7).

O, + 4e + 4H" = 2H,0 + energia (1)

A geracdo do radical O, se da pela adi¢do de 1 elétron a uma molécula de O, no
estado fundamental (BARBOSA et al., 2010) (Equacéo 2).

Oy + 6 = 0," @)

Dissertacéo de Mestrado



Kelly Lopes Herculano 20

O radical O,", primeira das espécies formadas ao contrario da maioria dos radicais
livres, € menos ativo. Em meio aquoso, sua reagdo principal é a dismutacéo, na qual se produz
uma molécula de H,O, e uma molécula de O, (equacdo 3), através da enzima superdxido
dismutase (SOD) (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006) (Equacéo 3).

SOD
20, + 2H" st H,0, + 0, 3)

J4 0 H,0,, formado na reacéo de dismutagéo, reage com fons de ferro (Fe**) ou cobre
(Cu™) por meio da reacdo de Fenton (equacéo 4), gerando o radical OH" (BARBOSA et al.,
2010).

Fe?*/Cu*
H,O, wemmmp OH"+ OH + Fe**/Cu?* (4)

Na reacdo de Haber-Weiss (equacdo 5), os fons de ferro (Fe?*) como os de cobre
(Cu™) podem, também, catalisar a reacdo gerando, da mesma forma, o radical OH’
(BARBOSA et al., 2010).

Fe?*/Cu*
H,O, + 02._ - OH"+ OH + 0O, (5)

Outras espécies reativas, como por exemplo, o 6xido nitrico (NO"), desempenha
importantes fungfes no organismo humano (GREEN et al., 2004 e RIBEIRO et al., 2005).
Este radical também pode reagir com as EROs, principalmente radical O,”, gerando
peroxinitrito (OONO) (equacéo 6), potencialmente reativo, e outros produtos, que sdo muito
toxicos por causar nitracdo de proteinas e induzir a peroxidacao lipidica (GIASSON et al.,
2002).

0,"+NO' mmmmmp ONOO (6)

Dentre as Espécies Reativas de Nitrogénio (ERN), além das espécies NO" e ONOO’

incluem-se: 0 6xido nitroso (N2O3), acido nitroso (HNOy), nitritos (NO), nitratos (NO3).
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Alguns deles podem ser altamente reativos no organismo atacando lipidios, proteinas e &cido
desoxirribonucleico (DNA), outros sdo reativos apenas com os lipidios (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006). Existem ainda alguns que sdo pouco reativos, mas apesar disso
podem gerar especies danosas (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Ja o radical O, é uma base fraca cujo acido conjugado, o radical hidroperdxido
(HOO¢), é mais reativo (equagdo 7), ele também reage com o radical HO" produzindo
oxigénio singleto (*0,) (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006) (Equacéo 8).

0, "+ H et HOO (7
0, + HO' w10y, + HO (8)

Apesar do radical O, ser inativo, ele acaba gerando produtos que auxiliam na
producdo de radical OH" (equacdes 3-5), porém, apesar dos efeitos danosos, ele tem
importancia vital para as células de defesa e sem ele o organismo encontra-se desprotegido
contra infeccBes causadas por virus, bactérias e fungos (BARREIROS; DAVID; DAVID,
2006). O radical O, formado é um bactericida fraco, capaz de inativar proteinas ferro-
sulfurosas das bactérias, porém gera alguns produtos que possuem forte atividade
antimicrobiana, tais como &cido hipocloroso (HOCI), H,0, e ONOO™ que s&o os principais
responsaveis pelo combate a corpos estranhos (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Ja em relacdo ao potencial de reatividade das ERO no meio biolégico, o radical OH’
€ 0 mais reativo e em teoria, pode oxidar qualquer molécula biol6gica (RIBEIRO et al., 2005)
(Figura 2).
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Figura 2 - Formacéo das EROs e sua relagdo com os sistemas biol6gicos.
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SOD
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NAO REATIVO, OH' e H,O
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transformacé@oem
radical OH". MUITO REATIVO,

oxida qualquer
biomolécula (DNA,
proteinas, agucares
e lipideos).

Fonte: Adaptado de Pires, 2008.

J& 0 H,O; é mais estavel que o radical OH" (HANCOCK et al., 2001), porém, é uma
espécie com alto potencial reativo (BARBOSA et al., 2010) e segundo Babior (2000) quando
esta espéecie ndo é eliminada do organismo pelas enzimas peroxidases e catalase (CAT), pode
gerar radicais OH’ (Figura 2). O H,0, tem vida longa e é capaz de atravessar as membranas
celulares apresentando-se potencialmente toxico para as células (BARBOSA et al., 2010).
Esta propriedade possibilita a ocorréncia de reacdes com alvos bioldgicos em compartimentos
distantes do seu local de formacéo e, além disto, a toxicidade pode ser aumentada em 10000 x
em presenca de ions ferro (HANCOCK et al., 2001).

Outras importantes fontes geradoras de EROs s&o as enzimas Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo Fosfato Oxidases (NADPH oxidases), proteinas transmembranicas que tém,
por exceléncia, a funcdo de transferir os elétrons através das membranas celulares
(BARBOSA et al., 2010). Geralmente, o aceptor de elétrons é o O, e, dessa forma, em
decorréncia desse processo, gera-se o radical anion O, (BARBOSA et al., 2010).

Enfim, pode-se dizer que as principais ERO distribuem-se em dois grupos, 0s
radicalares: HO', O,", peroxila (ROO") e alcoxila (RO"); e os ndo-radicalares: O,, H,0, e
HOCI.

Além da producédo endogena de EROs, ja comentada, as especies reativas também
podem ser formadas a partir de fontes exdgenas (CAROCHO; FERREIRA, 2013), como:
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radiacbes UV, raios-X, raios gama e microondas, interacdo com produtos quimicos,
escapamentos de automdveis, fumaca, fumaca de cigarros, charutos, poluentes ambientais,
gueima de matéria organica durante o cozimento, incéndios, atividades vulcanicas, efluentes
industriais, produtos quimicos em excesso, solventes industriais, ingestdo de bebidas
alcodlicas, drogas, certos pesticidas e herbicidas, alguns ions metélicos, toxinas fungicas e
xenobidticos (ALI et al., 1996; NAGENDRAPPA, 2005; CADENAS, 1989; VALKO et al.,
2006).

Uma méa alimentacdo, a falta de exercicios fisicos ou exercicios feitos de forma
extrema, temperaturas elevadas, estados psicolégicos que provoquem estresse emocional,
envelhecimento, entre outros, também estdo associados ao estresse oxidativo (HALLIWELL,;
GUTTERIDGE, 2007).

1.3 Estresse Oxidativo

A producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERONS), entre outras, é
parte integrante do metabolismo humano e é observada em diversas condicGes fisioldgicas
(VASCONCELOS et al., 2007). O balanco entre ambos os efeitos destas espécies € obtido por
mecanismos de “regulacdo redox”, responsaveis pela protecdo dos seres vivos do estresse
oxidativo e manuten¢do do “equilibrio redox”, permitindo o funcionamento celular normal,
uma condicdo denominada homeostase (PIRES, 2008). Esta producdo resultante do
metabolismo celular é mantida por sistemas que envolvem: mecanismos de prevencao, de
reparacdo, defesas fisicas e defesas antioxidantes enziméaticas e ndo enzimaticas, porém, um
desequilibrio entre a producdo de EROs e a capacidade da defesa antioxidante em eliminar
e/ou neutralizar os intermediarios reativos produzidos pelo nosso proprio corpo gera o
estresse oxidativo ou o desequilibrio redox (PIRES, 2008; ROSENFELDT et al., 2013;
RAHMAN, BISWAS; KODE, 2006). Sendo assim pode-se dizer, segundo Finkel e Holbrook
(2000) e Schafer e Buettner (2001) que o estresse oxidativo resulta do desequilibrio entre o

sistema pré e antioxidante, com predominio dos oxidantes, com dano conseqliente (Figura 3).
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Figura 3 - Fontes e respostas celulares as EROs, nitrogénio, derivados de enxofre, ERCI, de carbono e
metais de transicdo [M™]. Os sistemas de defesa antioxidante enzimatico e ndo enzimatico, quando
eficientes, mantém a homeostase fisioldgica e quando estdo ineficientes, permitem a instalacdo do
estresse oxidativo, representado pelo dano celular em macromoléculas como o DNA, proteinas e

lipidios, que se expressam clinicamente como envelhecimento ou doencas.
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Fonte: Adaptado da Finkel; Holbrook, 2000 (VASCONCELOS et al., 2007).
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O estado de equilibrio em favor dos pré-oxidantes é proveniente do excesso das
EROs em nosso organismo, provocando assim danos celulares variados como: lesdes a
biomoléculas (peroxidacéo dos lipidios de membrana e agressdo as proteinas dos tecidos e das
membranas, a enzimas, carboidratos e DNA), acarretando a inativacdo enzimatica, mutacao,
ruptura de membrana e morte celular (Figura 4) (HUSAIN et al., 1987; BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006; TREVISAN, 2008; PIRES, 2008).

Figura 4 - Respostas celulares a diferentes graus de estresse oxidativo.
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Fonte: Adaptado de Halliwell; Gutteridge, 2007.

Em baixas concentracdes, as EROs funcionam como mediadores de sinalizagdo
redox em mecanismos de ajustes celulares (RIBEIRO et al., 2005; RIBEIRO, 2000). J&, em
concentragdes elevadas, as EROs provocam danos celulares, ao atacar membranas, proteinas,
polissacarideos, lipidios e &cidos nucleicos com consequente alteracdo funcional e prejuizo
nas funcdes vitais em diversos tecidos, adiposo, vascular e cerebral, e 6rgdos, como musculo e
figado, ocasionando eventualmente algumas doencas (ROSENFELDT et al., 2013;
OLIVEIRA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009a; VASCONCELOS et al., 2007; FINKEL;
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HOLBROOK, 2000; MULLER et al., 2007; RIBEIRO et al., 2005; NERI et al., 2005; NIKI et
al., 2005; THOMAS; BALASUBRAMANIAN, 2004; HANSEN; JONES, 2006; AZZI,
2007). Além disto, as concentracGes elevadas acabam ativando vias de sinalizacdo
especificas, conduzindo a parada do ciclo celular e a morte celular por apoptose (figura 5),
processo de morte celular programada, resultado da ativacdo de um programa genético de
suicidio celular, dependente de ATP, e/ou necrose (figura 5), tipo de morte celular muito mais
violenta, que ocorre quando a célula é exposta a um estado de estresse extremo, onde a
membrana plasmatica é destruida e o conteudo citoplasmatico extravasa para o0 exterior e
apenas 0 ndcleo mantém a sua integridade (ROSENFELDT et al., 2013; PIRES, 2008;
RIBEIRO, 2000).

Figura 5 - Participacdo do estresse oxidativo na proliferacio e morte celular.
OXIDACAO

pr -‘\

l\@-’,

NECROSE

&

APOPTOSE

ESTRESSE OXIDATIVO

PROLIFERACAO

: REPOUSO

REDUCAO

Fonte: Ribeiro, 2000.

Quanto mais intenso 0 estresse oxidativo, mais grave é o dano celular resultante
(ROSENFELDT et al., 2013). Um dos mais graves € aquele causado ao DNA e &cido
ribonucleico (RNA). Se a cadeia do DNA quebrar, ela pode ser reconectada em outra posicéo
alterando, assim, a ordem de suas bases, passando a ser um dos processos basicos da mutacao
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006). Além disto, as EROs e ERNs podem atacar
macromoléculas, como as do DNA, dando origem a cadeias simples e quebras das fitas duplas
que podem, eventualmente, causar o envelhecimento celular, doencas cardiovasculares,

alteracdes mutagénicas e o crescimento de tumores cancerosos (OZYUREK et al., 2011). As
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enzimas também podem ter seus aminoacidos alterados, perdendo assim sua atividade ou,
ainda, podendo assumir atividade diferente, como: a oxidagdo de lipidios na membrana
celular, gerando a ruptura dessa levando a oxidacdo de lipidios e a morte celular e, agredindo
assim as paredes das artérias e veias, facilitando o acUimulo desses lipidios, gerando
consequente aterosclerose, podendo causar trombose, infarto ou acidente vascular cerebral
(AVC) (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Diversos estudos (VASCONCELOS et al., 2006, GUTTERIDGE, 1993; PAGANO
et al., 1998; PIRES, 2008) afirmam que ha fortes evidéncias de que o estresse oxidativo tem
importancia fundamental nos processos de envelhecimento, transformacdo e morte celular,
com consequéncias diretas em muitos processos patoldgicos, entre eles, a inducdo do cancer e
a propagacdo da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) em pacientes soropositivos
(HIV™), bem como na fisiopatologia de muitas doengas cronicas, entre elas, doengas auto-
imunes, cardiopatias, cancer, doencas do pulméo, intoxicacdo por xenobiodticos e muitas

outras (Tabela 1).

Tabela 1 — Selecé@o de doencas geradas por meio do estresse oxidativo.

Doencas provenientes do estresse Referéncias
oxidativo
Aterosclerose Rufino et al. (2006), Green et al. (2004), Pires (2008),

Karadag et al. (2009), Valko et al. (2007), Frankel
(1996), Barreiros, David e David (2006), Temple
(2000) e Vasconcelos et al. (2007).
Mal de Alzheimer Vasconcelos et al. (2007), Halliwell e Gutteridge
(2007), Ribeiro et al. (2005) e Giasson et al. (2002).
Distarbios neurodegenerativos  Ribeiro et al. (2005), Karadag et al. (2009), Green et al.
(2004), Valko et al. (2007) e Frankel (1996).
Mal de Parkinson Ribeiro et al. (2005) e Vasconcelos et al. (2007).
Cancer Temple (2000), Rufino et al. (2006), Green et al.
(2004), Halliwell e Gutteridge (2007), Ribeiro et al.
(2005), Karadag et al (2009), Valko et al. (2007),
Frankel (1996), Melo et al. (2011), Halliwell (2007),
Abdille et al. (2005) e Pires (2008).
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Sindrome de Down
Diabetes

Inflamacéo cronica

Artrite

Doencas do coracao

Catarata

Hipertensdo arterial

Trombose
Infarto
AVC
Obesidade
Maléria
Isquemia
Ulcera
Asma
Sindrome de Insuficiéncia
Respiratoria

Anemia

Vasconcelos et al. (2007) e Ribeiro et al. (2005).
Vasconcelos et al. (2007), Halliwell e
Gutteridge (2007), Rufino et al. (2006),
Karadag et al. (2009), Valko et al. (2007),
Green et al. (2004) e Frankel (1996).
Karadag et al. (2009), Valko et al. (2007) e Frankel
(1996).

Rufino et al. (2006) e Vasconcelos et al. (2007).
Rufino et al. (2006), Sachidanandam et al. (2005),
Melo et al. (2011) e Abdille et al. (2005).
Temple (2000) e Melo et al. (2011).
Halliwell e Gutteridge (2007) e Vasconcelos et al.
(2007).

Barreiros, David e David (2006).
Barreiros , David e David (2006).
Barreiros , David e David (2006).

Green et al. (2004).

Rufino et al. (2006).

Temple (2000).

Repetto e Llesuy (2002).
Vasconcelos et al. (2006).
Vasconcelos et al. (2006).

Vasconcelos et al. (2007).

Fonte: Autora, 2014.
1.4 Antioxidantes

Estudos mostram, de forma crescente, a importancia de ingerir alimentos ricos em
antioxidantes, pois, estes juntamente com antioxidantes produzidos pelo nosso organismo
reagem com EROs e ERNs, em condi¢des de “estresse oxidativo”, e acabam protegendo
nosso corpo dos danos celulares e consequentemente surgimento de doencas (BARREIROS et
al., 2006, HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989; HALLIWELL; ARUOMA, 1991; MELO et
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al., 2011). Vérios estudos tém evidenciado o potencial antioxidante de uma larga variedade de
vegetais (OLIVEIRA, 2009).

O termo antioxidante pode ser definido como: qualquer substancia que mesmo
presentes em baixas concentracdes, em comparacdo com um substrato oxidavel, atrasam ou
inibem significativamente o inicio ou a propagagdo da cadeia de reacdes de oxidacdo deste
substrato (HALLIWELL, 2000). O sistema de defesa antioxidante tem o objetivo primordial
manter o processo oxidativo dentro dos limites fisioldgicos e passiveis de regulacéo,
impedindo que os danos oxidativos se amplifiquem, culminando em danos sistémicos
irreparaveis (BARBOSA et al., 2010). Tais acBes podem ser alcancadas por meio de
diferentes mecanismos de acéo tais como, (1) impedindo a formacdo de EROs (sistema de
prevencdo); (2) dificultando a acdo destes (sistemas varredores) ou, ainda, (3) favorecendo o
reparo e a reconstituicdo das estruturas bioldgicas lesadas (sistemas de reparo) (CLARKSON
E THOMPSON, 2000; KOURY E DONANGELO, 2003). Estes mecanismos de acdo séo
realizados a fim de atingir um nivel celular de homeostase ou “equilibrio redox™ prevenindo
assim o dano celular e efeitos destrutivos dos oxidantes (VALKO et al., 2007;
ROSENFELDT et al., 2013).

Os antioxidantes podem ser classificados como: enziméaticos e ndo enzimaticos
(CAROCHO; FERREIRA, 2013). Os enzimaéticos sdo de origem enddgena e se dividem em
primarios e secundarios (Figura 6) (CAROCHO; FERREIRA, 2013). Os primérios séo
compostos por trés enzimas importantes: glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT) e
superdéxido dismutase (SOD), que impedem a formacdo ou neutralizam as espécies reativas
formadas pelo nosso corpo, evitando assim as reacfes em cadeia que culminam com a
propagacao e amplificacdo do processo (FERRARI, 2004; CAROCHO; FERREIRA, 2013).
Os secundarios sdo compostos por duas enzimas: glutationa redutase e glicose-6-fosfato
desidrogenase (CAROCHO; FERREIRA, 2013).
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Figura 6 - Classificacdo dos antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos.

| |
Enzimaticos Nao Enzimaticos
1 L
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Fonte: Adaptado de Pietta, 2000; Ratnam et al. 2006 e Godman et al. 2011.

Ja os antioxidantes ndo enzimaticos sdo constituidos por grande variedade de
substancias que podem ter origem enddgena ou dietética. Eles se dividem em vitaminas,
cofatores de enzimas, &cidos fendlicos, flavonodides, minerais, carotendides, compostos
organossulfurados e acido Urico (BARBOSA et al., 2010; TREVISAN, 2008; CAROCHO;
FERREIRA, 2013; PIRES, 2008).

Antioxidantes de baixo peso molecular podem ser sintetizados no préprio organismo
(enddgenos) ou ser oriundos da dieta (exdgenos) (OLIVEIRA et al., 2009; TREVISAN, 2008;
CAROCHO; FERREIRA, 2013). Eles também estdo presentes em nimero e concentracao
maiores que 0s antioxidantes enzimaticos e distribuidos em ambientes lipofilicos e
hidrofilicos (OLIVEIRA et al., 2009). Estes antioxidantes agem especificamente nos
organismos vivos por meio de diferentes mecanismos, como: complexagdo de ions metélicos,
captura de radicais livres, decomposicdo de perdxidos, inibicdo de enzimas responsaveis pela
geracdo de EROs e ERNs e modulacéo de vias sinalizadoras celulares (VASCONCELOS et

al., 2006; TREVISAN, 2008; KARADAG et al., 2009).
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Além destes, existem o0s antioxidantes sintéticos produzidos em industrias
alimenticias, de acordo com legislagdes especificas de cada pais (TAKEMOTO; FILHO;
GODOQY, 2009). Estes antioxidantes sintéticos, aléem de evitar a destruicdo de vitaminas no
alimento, evitam também a producéo de substancias toxicas, odores e sabores rangosos que
podem ser gerados a partir da deterioracdo de 6leos e gorduras que acabam desqualificando o
produto (OLIVEIRA et al., 2009a; RAMALHO; JORGE, 2006). Dentre os antioxidantes
sintéticos, os mais utilizados para a conservacao de alimentos, devido a sua eficiéncia e ao
baixo custo em industrias alimenticias sdo: o butil-hidroxianisol (BHA), o butil-
hidroxitolueno (BHT), o galato de propila (PG) e a terc-butil-hidroquinona (TBHQ)
(DORKO, 1994; TIVERON, 2010; PINHO et al., 2000; RAMALHO; JORGE, 2006; MELO
etal., 2011).

Devido a sua estrutura fendlica, os antioxidantes sintéticos agem por meio da doagéo
de um hidrogénio a um radical livre, interrompendo o mecanismo de oxidagdo (TREVISAN,
2010). Dessa maneira, os derivados fendlicos se transformam em radicais livres, que
normalmente se estabilizam, sem promover ou propagar reacoes de oxidacdo (BUCK, 1981).

Apesar dos antioxidantes sintéticos serem estaveis e efetivos, estudos com animais
permitiram verificar que esses antioxidantes apresentam efeito carcinogénico, outros
mostraram a possibilidade de causar efeitos indesejaveis em enzimas de varios 6rgdos
humanos deste modo, o uso foi restrito ou proibido em alguns paises como na Unido Européia
e no Canadd (NAKATANI, 1996; TREVISAN, 2010; ALMEIDA-DORIA E REGITANO D’
ARCE, 2000; BOTTERWECK et al., 2000; SANTOS, 2009). No Brasil, o uso destas
substancias (BHA, TBHQ e BHT) é controlado pelo Ministério da Satde (ANVISA, 2008).

Diante destas evidéncias, ha grande interesse em se encontrar novos antioxidantes
gue sejam seguros e provenientes de fontes naturais (NAKATANI, 1996). Muitos estudos tém
sido realizados com o intuito de substituir os antioxidantes sintéticos por produtos naturais
com propriedades antioxidantes (SOARES, 2002; CAO et al., 2009; DEVI et al., 2009).

1.5 Antioxidantes em Alimentos

A melhor estratégia nutricional para promover a saude e reduzir o risco de doencas
crénicas, de acordo com a American Dietetic Association (Associacdo Dietética Americana)
(1996), € a obtencdo de nutrientes de uma grande variedade de alimentos. No entanto, a

eficiéncia antioxidante de compostos bioativos em alimentos de origem vegetal depende de
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sua estrutura e da sua concentragdo no alimento (OLIVEIRA et al., 2009a). Um dos principais
aspectos relacionados ao efeito protetor desses alimentos tem sido atribuido, em parte, a
presenca de compostos antioxidantes, dentre os quais se destacam os compostos fenolicos,
além das fibras, B-caroteno, vitamina C e vitamina E (KIM et al., 2007; VASCONCELOS et
al., 2006; NAKATANI, 1996).

Como antioxidantes naturais, os compostos fendlicos presentes nos vegetais tém
recebido grande atencdo nos ultimos anos, pois € um grupo quimicamente heterogéneo que
contém aproximadamente 10.000 compostos e que apresentam grande variedade de funcdes
nos vegetais (VARGAS; HOELZEL; ROSA, 2008; TREVISAN, 2010). Os compostos
fendlicos sdo caracterizados por uma estrutura aromatica, com uma ou mais hidroxilas como
grupos fucionais. Estes grupos podem ser substituidos por ésteres, ésteres metilicos e
glicosideos (MORAES-DE-SOUSA, 2007). Estes compostos sdo facilmente oxidaveis por
meio de enzimas vegetais especificas, por influéncia de metais, luz, calor ou em meio
alcalino, ocasionando o escurecimento das misturas ou dos compostos isolados (SIMOES,
2001). Contribuem para a manutencdo de suas caracteristicas sensoriais, como aparéncia, cor
e sabor, aléem de proteger seu conteddo nutricional. No entanto, a quantidade destas
substancias em vegetais € amplamente influenciada por fatores genéticos e condicGes
ambientais, além do grau de maturacdo e variedade da planta, entre outros aspectos
(OLIVEIRA et al., 2009a).

A ingestdo de compostos que tenham atividade antioxidante € muito importante para
combater as EROs e varios métodos quimicos, biol6gicos e eletroquimicos tém sido propostos
para avaliar a atividade de compostos como os polifen6is (BRENNA; PAGLIARINI, 2001).

Ha uma busca intensa por substancias com atividade antioxidante, provenientes de
fontes naturais, que possam atuar sozinhas ou sinergicamente com outros aditivos, que
funcionem como alternativas para prevenir a deteriorizagdo oxidativa de alimentos e limitem
0 uso dos antioxidantes sintéticos e agentes conservantes (MELO; GUERRA, 2002). Outros
estudos buscam compreender os mecanismos moleculares nos quais se baseia o estresse
redox, no intuito de propor medicamentos ou alternativas nutricionais (alimentos ou nutrientes
especificos) que possam diminuir a acdo deletéria das espécies reativas sobre a saude da
populacdo humana, animal ou vegetal (MOUSA; MOUSA, 2007; MORIARTY-CRAIGE et
al., 2005).

De acordo com estudos, novas tecnologias como a biotecnologia, engenharia

genética, processamento de alimentos, inovacGes de produtos e producdo em massa
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habilitaram os cientistas de alimentos a planejar novos produtos saudaveis (ANJO, 2004;
MEDIREOS et al., 2009). Sendo assim, 0s antioxidantes presentes naturalmente nos
alimentos tém sido cada vez mais estudados quanto a sua eficiéncia (SHAHIDI, 1997). Varios
produtos naturais como: frutas, cereais, ervas, especiarias e leguminosas tém sido objeto de
pesquisas devido a presenca dos compostos fendlicos (BROINIZI et al, 2007; BAPTISTA et
al., 2010; MOREIRA; MANCINI-FILHO, 2004; KUSKOSKI et al., 2006). Estudos afirmam
que as propriedades antioxidantes naturais que sdo encontradas nestes alimentos estdo
relacionadas com a presenca de compostos fendlicos e que antioxidantes naturais, fontes
importantes de fibras alimentares também sdo encontradas nos cereais e sementes
(OLIVEIRA et al., 2009a; MOREIRA; MANCINI-FILHO, 2004; KUSKOSKI et al., 2006).

Frutas, vegetais, hortalicas, graos e especiarias sdo as principais fontes de compostos
antioxidantes mostradas na literatura (TIVERON, 2010; ALMEIDA-DORIA; REGITANO
D’ARCE, 2000; SAURA-CALIXTO; GONI, 2006; VINSON et al., 1998; RUFINO et al.,
2006; FRAZONI, 2005, SOONG; BARLOW, 2004; OLIVEIRA et al., 2009; OMENA et al.,
2012; VELIOGLU, 1998; SHAN et al., 2005).

Os cereais integrais também tém um papel importante na nutricdo humana. Esta
importancia se deve aos compostos fendlicos existentes nas camadas exteriores dos gréos de
cereais, como por exemplo, o acido feralico, que é um &cido hidroxicinamico encontrado em
abundancia nas cascas dos cereais (MANACH et al., 2004; ANDREASEN et al., 2000;
BARRON; SURGET; ROUAU, 2007; TIVERON, 2010). Outros componentes principais
como as antocianinas, taninos, entre outras substancias fendlicas, fazem dos grdos, em
particular, grande fonte de antioxidantes (MARTINEZ-TOME et al., 2004). Ja outros autores
(FINCHER; PEDRA, 1987) dizem que 0s principais constituintes de cereais sdo 0s amidos,
porém, outros polissacarideos sdo encontrados como arabinoxilanas, B-glucanas, pectinas e
arabinogalactanos, também chamados de fibras alimentares (HOLGUIN-ACUNA et al.,
2008).

Com base nestes fatos, alguns dos compostos fendlicos identificados em soja, aveia,
trigo, acafrdo, linhaca, gergelim e girassol, exceto milho, amostras estas escolhidas para o
presente trabalho sdo apresentados na tabela 2.

Somado a isso a POF (2008-2009) realizada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica mostrou que a alimentacdo da populacdo brasileira tem sido inadequada devido a
grande quantidade de carboidratos refinados, ingeridos por essapopulagéo e principalmente

por aquela de baixa renda existente em nosso pais.
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Segundo a POF (2008-2009), os cereais mais consumidos pela populagéo brasileira

sdo aqueles na sua forma ndo integral, destacando-se o arroz polido. J& no consumo das

farinhas, observou-se uma prevaléncia da farinha de mandioca e fuba de milho (POF, 2008-

2009).

Os resultados do consumo de frutas e hortalicas revelaram que este grupo é

consumido em maior quantidade pela populagdo com maior poder aquisitivo (POF, 2008-

2009). Observa-se que a dieta da populacdo brasileira necessita de adequacdes,

principalmente quando se refere aos tipos de cereais que devem ser consumidos e o aporte de

frutas e hortalicas.

Tabela 2 - Alguns dos compostos fendlicos encontrados em linhaga, agafrdo, gergelim, soja,

aveia, trigo e girassol.

Fontes Principais Compostos

Fendlicos

Referéncias

Trigo (Triticum  Acidos fendlicos: vanilico, p-
aestivum) cumarico, sinaptico, ferdlico
(mais abundante), galico, p—
hidroxibenzoico,
protocatequinico e caféico,

lignanas e flavondides.

Soja (Glycine Acido clorogénico (maior
max) quantidade), caféico, p-
cumarico, ferdlico e lignanas.
Isoflavonas (daidzina, glicitina
e genistina, daidzeina,
gliciteina e genisteina, 6-o-
acetilglicosideos, 6-0-
malonilglicosideos).

Aveia (Avena Acidos fendlicos e derivados

Onyeneho; Hettiarachchy (1992),
Cheng et al. (2006), Vaher et al.
(2010), Verma et al. (2009), Hung et
al. (2009), Kahkonen et al. (1999),
Zhang et al. (2012) e Wang et al.
(2013), Cochran; Elliot; Papendick
(1977), Collins; Caviness (1978),
Guenzi; McCalla (1962); Steinsiek et
al. (1980).

Bhathena; Velasquez (2002), Nagem
Albuqguerque; Miranda (1992), Pratt;
Birac (1979), Ceézar et al. (2007),
Park et al. (2001), Esaki et al. (1998),
Shahidi et al. (1992), Choi; Rhee
(2006), Jun-Ming et al. (2011),
Pimentel et al. (2005).

Bhathena; Velasquez (2002), Mattila
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sativa) dos acidos benzoico e
cinamico: caféico, siringico,
vanilico, p-cumarico, ferulico,
p-hidroxibenzoico, sinapico e
flavonoides, flavonas,
flavonois e flavononas,
quinonas, ligninas e lignanas.
Gergelim Lignanas (sesamolina,
(Sesamum sesamol).
indicum)
Girassol Lignanas, acidos fendlicos e
(Helianthus derivados dos cinamicos:
annuus) caféico, ferulico, p-cumaérico,

isoferdlico, sindptico, trans-
cindmico, o-cindmico,
siringico, cindmico
dissubstituido, protocatecuico,
clorogénico (componente
principal).

Linhaca (Linum Lignanas, ligninas.
usitatissimum)
Acafrao Curcuminoides: curcumina

(Curcuma longa) (diferuloylmethane),

demetoxicurcumina,
bisdemetoxicurcumina e o-

atlantona.

Pihlava; Hellstrom (2005), Klajn et
al. (2012), Collins (1998); Peterson
(2001).

Chen et al. (2005), Queiroga; Silva,
(2008), Fukuda et al. (1986);
Yoshida (1994).

Maier et al. (2009), Moure et al.
(2001), Velioglu et al. (1998), De
Leonardis; Macciola; Di Domenico
(2005), De Leonardis et al. (2003),
Salgado et al (2012), Mikolajczak
Smith; Wolff (1970), Sabir; Sosulski;
Kernan (1974), Bhathena; Velasquez
(2002), Szydtowska-Czerniak et al.
(2011); Weisz et al. (2009).
Cordeiro et al. (2009), Gomes et al.
(2012), Marques (2008), Dixon
(2004), Bhathena; Velasquez (2002).
Govindarajan (1980), Filho (1996),
Kiuchi et al (1993), Goel,
Kunnumakkara; Aggarwal (2008);
Ramaswamy; Banerjee (1948).

Fonte: Autora, 2014.

O presente trabalho visou investigar amostras como: gergelim, agafréo, soja, girassol,

aveia, milho, linhaga e trigo, ap6s processamento industrial, quanto a sua capacidade

antioxidante, visto que sao escassos 0s relatos destes aspectos na literatura. Adicionalmente,

com base nos dados obtidos, ha possibilidade de valorizacdo destas farinhas alimenticias, que
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além da sua composi¢cdo padrdo, podem apresentar aspectos funcionais, como a presenca de

antioxidantes, ou auxiliando na protecdo ou tratamento de doengas.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a capacidade antioxidante de farinhas de gergelim (Sesamum indicum),
girassol (Helianthus annuus), linhaga (Linum usitatissimum), trigo (Triticum aestivum), soja
(Glycine max), milho (Zea mays vicosence), aveia (Avena sativa) e acafrdo (Curcuma longa),

visando sua utilizacdo para fins funcionais.

2. 2 Objetivos Especificos

v Obter extratos metanolicos das farinhas de gergelim, girassol, linhaca, trigo, soja,
milho, aveia e acafréo;

v Determinar o conteudo total de fendis de todos os extratos metanolicos;

v Determinar a capacidade redutora de todos os extratos metandlicos frente ao radical
DPPH?®*, aos ions de ferro e ions de cobre;

v Verificar a correlacdo entre o contetido total de fendis e a capacidade antioxidante
das amostras.

v Determinar o poder de inibicdo da peroxidacdo lipidica in vitro de todos os extratos
metanolicos como indice de protecdo de membranas celulares frente ao radical
peroxila.

v Comparar as farinhas entre si, na perspectiva de escolher a mais indicada para fins

alimenticios.
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3 EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes, Solventes e Equipamentos

Para o presente trabalho foram utilizados os seguintes reagentes e solventes de

acordo a tabela abaixo:

Tabela 3 — Reagentes e solventes e suas devidas marcas usado em experimentos.

Reagentes e Solventes

Marca

Acido galico e acido acético glacial

Acetato de sédio.

Carbonato de sodio anidro.

Alcool metilico P.A — ACS e Alcool etilico
Absoluto P.A — ACS
Alcool etilico hidratado 92,8° INPM

Solucéo de Tampdo pH=4,0e 7,0
L-a-fosfatildicolina (lecitina de Soja), DPPH® (2,2-
difenil-1-picril-hidrazila), reagente Folin-
Ciocaulteu, acetato de aménio, Trolox® (&cido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-carboxilico),
TPTZ (2,4,6-tris(2-piridil)-5-tiazina), acido
cloridrico, cloreto férrico, cloreto de cobre,
neocuproina, AAPH/ ABAP (2,2’-azobis (2-
metilpropionamida) di-hidrocloreto).
Fosfato de sodio monobasico, fosfato de sodio
bibasico; EDTA (&cidoetilenodiaminotetraacético)
Sonda Bodipy C11°*"*** (acido 4,4-difluoro-5-(4-
fenil-1,3-butadienil)-4-bora-3a,4a-diaza-s-

indaceno-3-undecandico).

Vetec Quimica Fina Ltda
(Brasil)
CRQ (Cromato Produtos Quimicos
Ltda)

Reagen Quimibras Industrias
Quimicas S.A (Brasil)
Dinamica Quimica Contemporanea
Ltda — Solugdes e Reagentes
Santa Cruz

Fluka Analytical
Sigma Aldrich Brasil Ltda.

Acros Organics (Brasil)

Molecular Probes (Canada)

Fonte: Autora, 2014.
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Os equipamentos usados sdo citados na tabela abaixo (tabela 4):

Tabela 4: Equipamentos utilizados durante os experimentos.

Equipamento Marca
Espectrofotdmetro UV-vis Modelo Multispec — 1501, Shimadzu, Japéo
Fluorimetro Spex Fluorolog - 1681®
Rotaevaporador BUCHI R-210
Ultrassom Cristofoli
Agitador de solugoes Phoenex AP-56
Moinho de laminas METVISA - TAR-2
Estufa com circulacdo e renovacéo de ar TECNAL - TE - 394/1
Balanca analitica Mettler Toledo AG 245
Nanotrac-Zetatrac NPA151-31A-0000-D30-10M
Refrigerador Springer
Aquecedor BiomiXer 78 HW-1
Dessecador Né&o informado
Bomba de vécuo Emerson — Motor Division ST Louis, MO.
USA — CASSKXDJW-2137 CAT
pH metro Quimis Aparelhos Cientificos LTDA
Destilador Digilab 20 L e Quimis Aparelhos Cientificos
LTDA
Micropipetas de 100/1000 pL e 1/5 mL LABMATEpro
Micropipeta de 100 pL Gilson Pipetman P100 — Franga

Fonte: Autora, 2014.

J& as vidrarias utilizadas foram de uso exclusivo, sendo lavadas com etanol, antes e
apos a sua utilizagéo.

Todo trabalho experimental foi feito no laboratério de Eletroquimica do Instituto de
Quimica e Biotecnologia (IQB) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL), exceto o
processamento das farinhas, que foi realizado no laboratério de Derivados de Cana de Acucar,
localizado no Nucleo de Pesquisas Tecnologicas (NPT) da UFAL e Cooperativa dos
Produtores de Acafrdo (Mara Rosa — GO).
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3.2 Obtencdo e Elaboragéo das Farinhas

A figura 7 representa um fluxograma relativo a preparacédo das farinhas e os métodos

de anélises usados no presente trabalho.

Figura 7- Rota experimental simplificada utilizada neste trabalho.

Amostras

Lavagem

Estufa (60° C por48 h)

|
Trituracéio
I

Extrag@o Metanblica

Secagem dos Extratos
I
Contetido Total de Capacidade Antioxidante
Fendis |
Folin-Ciocaulteu DPPHP || CUPRAC || FRAP

Fonte: Autora, 2014.

Peroxidagéo
Lipidica

As amostras de girassol, gergelim, linhaca, aveia e trigo, desidratadas (2% de

umidade) e provenientes da Argentina, foram compradas na Casa de Produtos Naturais — Erva

Doce e Doce Ervas, localizado na Avenida Fernandes Lima, Maceio-AL, a soja veio de Luiz

Eduardo Magalhdes - BA (Figura 10 e Tabela 5) e o acafrdo em pd foi comprado da

Cooperativa dos Produtores de Acafrdo localizado em Mara Rosa-GO (Figura 8 e Tabela 5).

Ja o milho foi adquirido do Setor de Melhoramento Genético de Plantas (SMGP) localizado

em municipio de Rio Largo - AL pelo Centro de Ciéncias Agrarias (CECA) da UFAL (Figura

10 e Tabela 5). Com excecdo da amostra de acafrdo, processada na Cooperativa dos

Produtores de Acafrdo (Mara Rosa — GO), todas as outras foram processadas no laboratorio
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de Derivados de Cana de Acucar, localizado no Nucleo de Pesquisas Tecnoldgicas (NPT) da
UFAL.

Tabela 5 - Caracteristicas importantes das amostras no presente trabalho.

Amostras Classificacdo  Procedéncia Estado das Data de
das amostras  das amostras amostras fabricacéo
Trigo (Triticum Cereal*** Argentina Gréos* 10/08/2011
aestivum) descascados
Soja (Glycine Leguminosa Luiz Eduardo Gréos* 10/08/2011
max) e Oleaginosa Magalh&es - BA
Gergelim Oleaginosa Argentina Sementes**  15/08/2011
(Sesamum brancas
indicum) descascadas
Linhaca (Linum Oleaginosa Argentina Sementes**  15/08/2011
isitatissimum)
Girassol Oleaginosa Argentina Sementes**  11/08/2011
(Helianthus descascadas
annuus)
Aveia (Avena Cereal*** Argentina Gréos* 11/08/2011
sativa) prensados
Milho (Zea mays Cereal*** Rio Largo— AL  Sementes**  11/08/2011
vigosence)
Acafrdo (Curcuma Tubérculo** Mara Rosa—  Rizoma (raiz) 5/2011
longa)***** ** GO

* Qualquer fruto ou semente de pequeno tamanho (Dicionario Aurélio Online).

** Qualquer substancia ou grdo que se deita a terra para germinar ou grdo ou a parte do fruto proprio para a
reproducdo (Dicionario Aurélio Online).

*** Sementes ou grédos comestiveis das gramineas (ANVISA, 1978).

**** Parte grossa de um caule que cresce debaixo da terra (Dicionario Aurélio Online).

*xxk Acafrio da terra, Clrcuma, Acafrio da India, Turmérico, Acafroa ou Gengibre amarelo.

Fonte: Autora, 2014.
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Figura 8 - Acafréo in natura.

Fonte: Disponivel em http://www.esalqg.usp.br/cprural/glossario.php.

Figura 9 - Amostras in natura antes do processo de moagem.

Gergelim

A
S It

Lihaga
Fotos: Aveia, gergelim, trigo, linhaca e girassol (Autora, 2014), exceto milho (1600 x 1200) e soja (1722 x
1181), disponivel em http://snt.sede.embrapa.br/noticias/noticia_completa/189/ e

http://razoesdocorpo.com/blog,1323,consumo-de-proteina-de-soja-ajuda-na-hipertrofia.html).

As amostras, apresentadas na figura 9, in natura, foram extensivamente lavadas em
agua destilada (3x). Apos lavagem, as amostras foram desidratadas em estufa de circulagdo de
ar a 60 °C por 48 h. Em seguida, foram trituradas em moinho de laminas; apds o
processamento, as farinhas foram peneiradas (peneira granulométrica - ABNT 35). No
presente caso, UsOu-se a casca, pericarpo, gérmen e endosperma, da maioria das amostras
estudadas (soja, linhaca, aveia e milho), para a obtencdo da farinha, exceto para as amostras
de girassol, trigo e gergelim. Analises gravimétricas foram feitas para todas as farinhas antes e
depois do processamento. Este procedimento é comum a todas as amostras estudadas. Quanto
a umidade enquanto sementes, ap6s desitratacdo, os valores se localizaram em torno de 5%
(m/m), j& em farinhas foram encontrados valores em torno de 8%. Por fim, as farinhas foram

colocadas em vidros ambar e armazenadas sob refrigeracao.
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Figura 10 - Amostras apds processo de moagem.

Aveia Acafrio Gergelim

Trigo Milho Linhaca Girassol

Fonte: Autora, 2014.

O processamento das farinhas estudadas (Figura 10) foi realizado no laboratério de

derivados de cana-de-acucar da UFAL, sob a supervisao do Dr. Cicero Alexandre da Silva.

As amostras do presente trabalho foram escolhidas devido a sua importancia em

diversos estudos relatados na literatura, como por exemplo, 0s mencionados na tabela abaixo:

Tabela 6: Informagdes importantes sobre amostras escolhidas.

Amostra Beneficios Utilizacdo Referéncias
Acafrao Possui atividade Na culinéria como Prathapan et al.
(Curcuma antioxidante, anti- condimento ou como (2011), Maheshwari

longa) protozodria, anti-cancer e corante. No preparo de et al. (2006), Pereira;
anti-inflamatoria. medicamentos e Moreira (2009),

perfumes. Usado também  Cecilio (1996), Cai et

na industria téxtil. al. (2006), Aggarwal;

Kumar; Bharti (2003)

e Araujo; Leon

(2001).
Aveia Reconhecido como fonte Usado na alimentagao Molin (2011) e Klajn
(Avena de antioxidantes e como humana fornecendo et al. (2012).

sativa) alimento funcional por aporte energético e
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conter elevado valor

nutricional.
Gergelim Tem valor nutritivo
(Sesamum  considerdvel e compostos
indicum) antioxidantes.
Girassol Possui capacidade
(Helianthu antioxidante,
sannuus)  propriedades sensoriais e
funcionais.
Soja Possui efeito antioxidante,
(Glycine anti-carcinogénico, anti-
max) bacteriano, anti-

nutricional equilibrado.

Firmino et al. (2001),
Adel et al.(2011),
Beltrdo; Vieira (2001)
e Namiki (1995).

Na industria alimenticia
é utilizado na elaboracéo
de farinhas, produtos de
panificacao e confeitaria.
Ja na culinéria caseira é
usado no preparo de
iguarias regionais ou
como ingrediente em
saladas e arroz. Pode ser
também consumido em
forma in natura. E
utilizado também na
producdo de fitoterapicos
ou de fitocosméticos e na
confeccdo de sabonetes e
Xampus artesanais.
Embrapa (2008),
Salgado et al. (2012),
Cevallos-Casals;

Usado no mercado de
6leos, producéao de mel,
ramo de flores
Cisneros-Zevallos
(2010), Hay et al.
(2006), Szydtowska-
Czerniak et
al. (2008); Tuberoso
etal. (2007) e
Valavanidis et al.
(2004).

Anderson; Major
(2002), Messina et al.
(1994), Zhang et al.
(2011), Goés-Favoni et
al. (2004), Hubert et al.

ornamentais e na
alimentacéo de

ruminantes.

Usado na alimentacéo
humana em produtos de

panificacdo, massas,
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mutagénico e propriedades  carnes, cereais, misturas (2008), Lee; Cho

funcional e nutricional preparadas, bebidas, (2(583)2)(9, I\bliler :ztzjet

devido a fonte protéicade  alimentac&o para bebés, al. (2012), Leme
alto valor biolégico e alimentos dietéticose  (20L0) € Trindade,

_ _ (2001).
diversos nutrientes. suplementos alimentares.

Também é usado na
agroindustria de
alimentos, inddstria
quimica, industria de
adesivos, alimentacéo
animal, adubos,
fabricacdo de fibras e na
composicao de cremes.

Linhaca  Apresenta composigéo de E usada como um Mueller et al. (2010);
Couto; Wichmann
(2011), Epaminondas

bioativos. Possui efeito aditivo ou ingrediente (2009), Marques
(2008), Soares et al.
(2009), Trucom
antioxidante, anti- processados. (2006), Gomes et al.
(2012).

nutrientes e compostos alimento

hipocolesterolémico, agdo  alimentar em alimentos

inflamatoria, anti-
estrogénica, anti-
carcinogénica e anti-
hormonais. E considerada
boa fonte de proteina
vegetal, fibra alimentar e
ainda, antioxidantes,
antimicrobianos e
anticancerigenos,vitamina

S e minerais.

Trigo Altos niveis de Usado como um Adom; Liu (2002);
antioxidantes e fonte de  componente importante na  Adom et al. (2005),

energia devido aos altos dieta humana, usado na Jacobs et al. (1998) e
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teores de proteinas. producdo de muitos Ward et al. (2008).
alimentos e produtos,
incluindo péo, macarréo,
pdo cozido no vapor e

bolos.

Fonte: Autora, 2014.

3.3 Obtencdo dos Extratos Metandlicos

Os extratos das farinhas de gergelim, girassol, linhaga, trigo, soja, milho, aveia e
acafrao foram feitos no Laboratdrio de Eletroquimica do Instituto de Quimica e Biotecnologia
(IQB) da UFAL, usando a técnica de extracdo em aparelho do tipo Soxhlet, usando como
solvente, 0 metanol. A extracdo foi somente finalizada quando a solucdo que estava presente

no extrator tornava-se totalmente limpida ou incolor (Figura 11).

Figura 11 - Aparelho de Soxhlet usado antes e durante o processo de extracdo da amostra

(acafréo).

Fonte: Autora, 2014.

Para a extracdo foram usadas 20 g de cada farinha. Estas farinhas pesadas foram
colocadas em um cartucho poroso de celulose na cAmara do extrator. Em seguida, 150 mL de
metanol foram colocados em um baldo de fundo chato que foi acoplado ao extrator.
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O material extraido foi colocado em um rotaevaporador a 40 °C, para a retirada do
solvente. Apds esta etapa, 10 mL de cloroférmio foram adicionados ao extrato seco, presente
no baldo e com o auxilio de uma pipeta de Pasteur, 0 mesmo foi retirado e colocado em um
vidro ambar em temperatura ambiente em dessecador, depois de um tempo o0 excesso de 6leo
(gergelim - 4 mL, aveia - 1,75 mL, girassol - 2 mL e linhaga - 2,75 mL) em alguns extratos
foram retirados com pipeta de Pasteur. Em seguida, todos extratos foram secos novamente em
nitrogénio gasoso e por fim foram pesados e armazenados em vidro @mbar sob refrigeracéo (5

°C). A seqguir, foram feitos os calculos de rendimento percentual das amostras (Tabela 7).

Tabela 7: Rendimento (%) e tempo de extragdo dos extratos metandlicos de acgafrdo, gergelim,

girassol, linhaca, soja, milho, trigo e aveia, em rela¢do a massa original da amostra.

Extratos Rendimento (%) Tempo
Acafrao 84,4 100 h
Aveia 57 7 h 40 min
Linhaga 8,1 29 h 10 min
Gergelim 7,7 37 h 30 mim
Milho 2,2 31 h 15 min
Trigo 9,6 8 h 05 min
Soja 4,5 32h
Girassol 45,3 28 h

Fonte: Autora, 2014.

3. 4 Determinacéo do contetdo total de fendis utilizando o método de Folin-Ciocaulteu.

O reagente de Folin-Ciocalteau consiste de uma mistura dos acidos fosfomolibidico e
fosfotungstico, na qual o molibdénio se encontra no estado de oxidacao (V1) (cor amarela no
complexo NA;M0O0Q,.2H,0) (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1999).

A natureza quimica do reagente de Folin-Ciocaulteau ndo esta esclarecida, porém se
acredita que contenha heteropolifosfotungsténio-molibdénio, sugere-se que o molibdénio
(Mo) seja mais facil de se reduzir no sistema quando existe a presenca de certos agentes
redutores, como os compostos fenolicos, formando os chamados complexos molibdénio-
tungsténio azuis [(PMOW1,04)] (TOMEI; SILVA; SALVADOR, 2007).
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A reacdo de transferéncia de elétrons ocorre entre os redutores e Mo (V1) reduzindo-
0 a Mo (V), ocorrendo uma mudanca na coloracdo do meio (Figura 12) (TOMEI et al., 2007).
Quando isto ocorre, pode-se afirmar que neste meio ha substancias redutoras (TOMEI;
SILVA; SALVADOR, 2007; SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1999).
A desprotonacdo do acido galico, utilizado como padrdo no presente estudo,
representando os compostos fendlicos em meio bésico, é apresentada na figura 12, juntamente

com a reacdo de oxirreducéo entre o anion carboxilato e o reagente de Folin.

Figura 12 - Reacdo do &cido galico com molibdénio, componente do reagente de Folin-

Ciocaulteu.
N62C03
——

HO QOH HO OH

OH OH

coo” coo’

+2Mo% — +2 Mo+ 2 H

H OH (@] OH

OH 0

Fonte: Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos (1999).

No presente estudo, foi utilizado o método de Folin-Ciocaulteu, descrito por Cicco et
al. (2009), com algumas modifica¢fes. Sendo assim, os extratos foram diluidos em metanol
(15 mg L™). Para o método, adicionaram-se aos tubos a amostra (0,3 mL) ou o solvente, o
reagente de Folin-Ciocaulteu (0,3 mL) e carbonato de sodio a 5% (2,4 mL), totalizando um
volume de 3 mL. Os tubos foram postos em banho-maria a 40 °C no escuro por 20 min. Em
seguida, o produto reacional foi colocado em uma cubeta de quartzo (capacidade = 3 mL,;
caminho 6ptico = 1 cm) e medida a absorvancia a 760 nm, utilizando espectrofotometro (UV-
vis modelo Mutispec-1501, Shimadzu, Japéo).

O teor total de fendis foi obtido a partir de curva de calibragdo utilizando &acido
galico (10* mol L™ a 10 mol L) como padréo e os resultados foram expressos em mg de

EAG/ g de extrato seco. Todos os experimentos foram feitos em triplicata.
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3.4.1 Curvade Calibragdo para o Método de Folin—Ciocaulteu

A curva de calibracdo de Folin-Ciocaulteu foi construida numa faixa de concentracéao
de 1,0 x 10 mol L a 1,0 x 10 mol L. Primeiramente, foram preparados 100 mL da
solucdo de carbonato de sédio anidro (5 %) em agua milli-Q; em seguida, uma solucdo de 25
mL de soluco estoque de 4cido galico em metanol (5 x 10 mol L™) foi preparada. Foram
analisadas as seguintes concentracdes: 1,0 x 10% 1,5 x 10%, 2,5 x 10% 3,5 x 10* 5x 10™ 6 x
10%,7x 10%,8,5x 10, 1,0 x 10° mol L™,

Foi utilizado como branco a mistura da solucéo de carbonato de sodio anidro com o
reagente Folin-Ciocaulteu e agua milli-Q, sem a presenca da amostra. A curva de calibracdo
(Figura 13) foi construida, segundo valores de absorvancia a 760 nm das solucdes preparadas

nas diferentes concentracdes estabelecidas.

Figura 13 - Curva de calibragéo de Folin-Ciocaulteu, medida em absorvéncia a A = 760 nm.
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Fonte: Autora, 2014.

Em decorréncia da grande diversidade quimica, em especial entre 0s compostos
fenolicos, varios ensaios com fundamentos e mecanismos de acdo diferentes tém sido

desenvolvidos, para avaliacdo da capacidade antioxidante (OLIVEIRA, 2008).
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3.5 Capacidade Antioxidante frente ao Radical DPPH*®

O radical DPPH*® tem uma coloracéo purpura e por acdo de antioxidantes ou espécies
radicalares (R"), o DPPH® (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) é reduzido formando o 2,2-
difenilpicril-hidrazina (DPPH-H) (Figura 14), de coloracdo amarela, com consequente
desaparecimento da banda de absorcdo, sendo a mesma monitorada pelo decréscimo da
absorbancia (OLIVEIRA et al., 2009a). O mecanismo de reacdo é baseado em transferéncia
de elétrons, enquanto a abstracdo de atomo de hidrogénio é uma reacdo marginal, pois a
mesma acontece lentamente em solventes que estabelecem fortes ligagcdes de hidrogénio
(HUANG; OU; PRIOR, 2005; FOTI; DAQUINO; GERACI, 2004).

Figura 14 - Reacdo quimica entre o BHT e o radical DPPH".

L L O
N = CHs _— ‘NH
OH

4+ HiC + HiC CHj
05N NO, O,N NO, o
© BHT BHT®
NO, NO,
DPPH’ DPPH-H

Fonte: Huang et al., 2005.

O poder redutor das amostras analisadas frente ao radical DPPH* foi determinado de
acordo com Sadnchez-Moreno et al. (1999), com algumas modifica¢cbes. O método consistiu
em preparar uma solucdo de DPPH® (32 pg mL™) em metanol, e a adicdo de 0,3 mL da
solucdo do extrato a 2,7 mL da solucdo de DPPH®. A avaliacdo da capacidade antioxidante
dos extratos das farinhas foi feita, monitorando-se a reducéo do radical DPPH® por meio da
medida do decréscimo da absorvancia a 516 nm em espectrofotometro (UV-vis modelo
Mutispec-1501 Shimadzu, Japéo).

Solucdes metanolicas dos extratos das farinhas e do padrédo, &cido galico, foram
preparadas na concentracdo de 15 mg L™ As medidas das absorvancias das misturas
reacionais das solugdes da amostra (0,3 mL) ou da solu¢do padrdo (0,3 mL) e da solugédo
estoque de DPPH*® (2,7 mL) na concentragdo de 32 pg mL™ foram feitas a 516 nm, no 1°, 5°,
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100, 15°, 20°, 25° 30°, 35° 40° e 50° min. Para cada amostra e padrdo analisados foi
primeiramente feito um branco com adi¢do de 0,3 mL de metanol a 2,7 mL da solugdo de
DPPH?®.

A partir da equacdo da curva de calibracdo e dos valores de absorvancia no tempo t
para cada concentracgdo testada, foram determinados os percentuais de DPPH® remanescente
(% DPPHgewm), conforme a equagéo 9:

% DPPHgem = [DPPH] 1=t / [DPPH] =0 X 100 (9)

Onde, [DPPH]r=; corresponde a concentracdo de DPPH® no tempo t apds a reacéo
com o extrato e como os padrdes e [DPPH] 1= é referente a concentracdo inicial de DPPH® ou
seja, 32 ug mL™.

Também foi determinada a atividade sequestradora do radical (% RAS) por meio da

equacao abaixo para um tempo de 30 min (Equacédo 10):
% RAS = [(AbScontrole — AbSamostra) / AbScontrole] X 100 (10)

Onde, AbScontrole € @ absorbancia inicial da solucdo metandlica de DPPH® e AbSamostra
é a absorbancia da mistura reacional (DPPH* + amostra) (GULCIN et al., 2006).

Também foi determinada a capacidade antioxidante a partir da quantidade necessaria
para reduzir a concentracdo inicial de DPPH® em 50%, parametro este conhecido por ICsg

(OLIVEIRA, 2008). Todos os experimentos foram feitos em triplicata.
3.5.1 Curva de calibracédo para DPPH®

A curva de calibracdo do DPPH?® foi construida em faixa de concentracdo de 1 a 40
ng mL™. Primeiramente, foram preparados 25 mL de solucdo estoque de DPPH® em metanol
(40 pg mL™), que foi mantida sob refrigeracio e protegida da luz. Em seguida, foram feitas
diluicBes de 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 35 e 40 pug mL™. O metanol foi utilizado como branco.

A curva de calibracdo (Figura 15) foi construida segundo valores de absorvancia a

516 nm das solucdes preparadas nas diferentes concentragdes estabelecidas.
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Figura 15 - Curva de calibracdo do DPPH®, medida em absorvincia a A = 516 nm.
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Fonte: Autora, 2014.

3.6 Capacidade Antioxidante por meio da Reducéo de Ferro (FRAP)

A determinacdo da atividade antioxidante por meio de FRAP foi realizada pelo
método de Larrauri et al. (1997), com algumas modificacdes. O método baseou-se na medida
direta da habilidade dos antioxidantes, em meio acido (pH = 3,6), em reduzirem o complexo
férrico-tripiridiltriazina (Fe** TPTZ) formando o complexo ferroso-tripiridiltriazina (Fe®*
TPTZ), em baixo valor de pH (BENZIE; STRAIN, 1999, ANTOLOVICH et al., 2001;
RODRIGUES, 2012; SUCUPIRA et al.,, 2012). Neste método o sal férrico, Fe (llI)
(TPTZ),Cls, é utilizado como oxidante (BENZIE; STRAIN, 1996). O complexo formado por
esta reacdo possui uma coloracdo azul intensa com absorcéo de 595 nm (BENZIE; STRAIN,
1996; ANTOLOVICH et al., 2001; RODRIGUES, 2012). Esta reacdo é mostrada na figura
16.
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Figura 16 - Reducéo do complexo TPTZ com Fe®**.

[ N N N [‘ ] N XY N
_N o
l’/ \ NN + antioxidante _ ’ NN
A _Fe — A iFe ]
N7 "N -e N“ N -
\' | | NTY ' | | N
" B Ng L NGy Ne. L |
@ | ’ [ [
[Fe (111) (TPTZ),* [Fe (I1) (TPTZ),]**
Cor: Azul-clara Cor: Azul-escura

Fonte: Pulido et al., 2000, Prior et al., 2005; Huang et al., 2005.

Para a determinacéo da atividade antioxidante foi usado o reagente FRAP, preparado
no momento da analise, com uma mistura de 50 mL de tamp&o acetato (0,3 mol L™, pH =
3,6), com 5 mL da solucdo de TPTZ (10 mmol L™ em HCI 40 mmol L™), mais 5 mL da
solucéo de FeCl3.6H,0 (20 mmol L%). Adicionou-se 90 pL de cada solucdo dos extratos, para
obter concentracdo final de 15 mg L™, em cada tubo de ensaio, acrescentou-se 270 uL do
solvente e misturou-se com 2,7 mL do reagente FRAP. Em seguida, as solucdes que estavam
nos tubos foram homogeneizadas em agitador de solucGes e postas em banho-maria a 37 °C
por 30 min. Realizou-se entdo a leitura da absorbancia a 595 nm, em espectrofotémetro (UV-
vis modelo Mutispec-1501 Shimadzu, Japéo).

Para cada amostra e padrdo (trolox) analisados, foi primeiramente feito um branco
com 0,3 mL do reagente FRAP. Os resultados foram expressos em pumol de equivalente trolox

(ET)/ g de extrato seco. Todos os experimentos foram feitos em triplicata.
3.6.1 Curva de calibracdo para 0 método de FRAP

A curva de calibragdo foi construida variando-se a concentracdes da solugdo de
trolox de 0,15 a 30 pmol L™, sendo assim, foram feitas as seguintes dilui¢des 0,15, 0,75, 1,5,
3, 6, 12, 18, 24 e 30 umol L™ a partir da solugéo estoque. Foi usado como branco o reagente
FRAP. A curva de calibracéo (figura 17) foi construida segundo valores de absorbancia a 595

nm das solucGes preparadas, nas diferentes concentragdes estabelecidas.
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Figura 17 - Curva de calibracao do FRAP, medida em absorbancia a . =595 nm.
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Fonte: Autora, 2014.

3.7 Capacidade Antioxidante por meio da Reduc¢édo de Cobre (CUPRAC)

A determinacdo da atividade antioxidante por meio de CUPRAC foi realizada pelo
método de Apak et al. (2004), com algumas modificacGes. Este método  baseia-se  na
transferéncia de elétrons que ocorre por meio da reducdo de Cu (Il) a Cu (I) por acdo de
redutores (antioxidantes) presentes numa amostra, em solucdo hidroetandlica contendo
neocuproina (figura 18) e tampao acetato de amoénio, pH 7,0 (KARADAG;0ZEELIK;
SANER, 2009; LIMA, 2011; OZYUREK et al 2011; BENZIE et al., 1999; GORINSTEIN et

al., 2006). A figura 18 é representativa do processo, que ocorre em solucao.

Figura 18 - Reducé&o do Cu (I1) para Cu ().

Fonte: Huang et al., 2005.
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A forma reduzida do complexo Cu-neocuproina apresenta uma coloragdo azul
intensa (BENZIE; STRAIN, 1999). Assim, a reducdo da forma oxidada deste complexo
(Cu(ll)-neocuproina)  pelos compostos da amostra pode ser determinada
espectrofotometricamente através da leitura da absorvancia em 450 nm (KARADAG,;
OZEELIK; SANER, 2009; HUANG et al., 2005; OZYUREK et al., 2011). O reagente
cromogénico (cobre neocuproina Il) que é utilizado como oxidante neste método, é usado por
ser de facil acesso, estavel e mais seletivo do que outros tipos de reagentes cromogeénicos,
tendo a capacidade de responder a todos os tipos de antioxidantes bioldgicos e também
antioxidantes presentes em alimentos e vegetais como, por exemplo, flavonoides e acidos
fendlicos, entre outros (KARADAG,; OZEELIK; SANER, 2009; APAK et al., 2004;
OZYUREK et al 2011).

Para a analise no presente trabalho, foram adicionados, em um tubo de ensaio, 1 mL
da solucéo de cloreto de cobre (CuCl,) (1 x 10% mol L), 1 mL da solugdo de neocuproina
(7,5 x 10 mol L), 1 mL de solucdo tampéo de acetato de amonio (NHAc) (1,0 mol L™, pH
7,0). Em seguida, 0,5 mL da solucdo do extrato ou do trolox (padrdo), ambos com a mesma
cencentracdo (15 mg L™?), juntamente com 0,6 mL de H,O Milli-Q foram adicionados &
mistura inicial para atingir um volume final de 4,1 mL. Os tubos ficaram no escuro em
temperatura ambiente durante 1 h. Realizou-se entdo a leitura da absorbancia a 450 nm em
espectrofotometro (UV-vis modelo Mutispec- 1501 Shimadzu, Japéo). Para cada amostra e
padrdo analisados foi primeiramente feito um branco com todas as solucdes citadas acima,
porém no lugar da solucdo do extrato ou do padrdo adicionou-se 0,5 mL de metanol. Os
resultados foram expressos em pumol ET/g de extrato seco. Todos os experimentos foram

feitos em triplicata.
3.7.1 Curva de calibracdo para o método de CUPRAC

A curva de calibracéo foi construida variando-se as concentracdes da solucgéo de trolox
de 0,6 a 73 pmol L™, sendo assim, foram feitas as seguintes diluicdes 0, 6, 3, 6, 12, 24, 36, 48,
60 e 73 pmol L™ a partir da solugdo estoque. A curva de calibracéo (figura 19) foi construida
segundo valores de absorbancia a 450 nm das solucGes preparadas nas diferentes

concentracdes estabelecidas.
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Figura 19 - Curva de calibracdo do CUPRAC, medida em absorbancia a A =450 nm.
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3.8 Avaliacdo das Amostras como Inibidoras da Peroxidacao Lipidica

A presente técnica foi feita realizada segundo Drummen et al (2002): lipossomas de
fosfatidilcolina de soja (6-8% de insaturagfes) foram preparados, com o intuito de simular
uma membrana celular. Técnicas fluorimétricas sdo frequentemente utilizadas na medida da
lipoperoxidacdo. O método fundamenta-se no decaimento da fluorescéncia emitida por uma
sonda acoplada ao lipossomo (figura 20) (KAROLIN et al., 1994), através do ataque de uma
espécie reativa (MACDONALD; MURRAY; AXELSEN, 2007).

Figura 20 - Sonda fluorescente C11-Bodipy ancorada a um lipossoma.

Fonte: Adaptado de Enciclopédia Britannica, 2007, Karolin et al., 1994; Ferreira, 2013.
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3.8.1 Preparo do lipossoma com a sonda fluorescente

Foi necessario o preparo previo de vesiculas unilamelares de fosfatidilcolina de soja.
Para isto foram pesados 9,4 mg de fosfatidilcolina de soja e adicionados 10 mL de tampao
fosfato pH 7,4, o frasco foi fechado com septo. Para solubilizar o lipideo, levou-se ao banho
ultrassom a temperatura igual ou inferior a 50 °C, por cerca de 30 min, agitando com agitador
de solucbes a cada 10 min. Durante esta etapa, ocorre a formacdo dos lipossomas
multilamelares.

Em seguida, foi montada uma extrusora com membranas de 100 nm de didmetro de
poros (Avanti Polar Lipids®) e os lipossomas multilamelares formados colocados em uma
seringa que foi acoplada a extrusora. Os lipossomas foram passados 15x pela extrusora,
formando assim os lipossomas unilamelares com 100 nm de didametro (MACDONALD et al.,
1991). O tamanho de particula foi confirmado por Nanotrac-Zetatrac.

Na preparacéo, foram adicionados 5 pL da sonda Bodipy C11°#**°! para cada mL de
lipossomo unilamelar preparado (DRUMMEN et al., 2002). Em seguida, agitou-se a
suspensdo no agitador, logo apds a incorporacao da sonda (DRUMMEN et al., 2002), tudo foi
guardado em vidro &mbar e armazenado sob refrigeracdo. De acordo com DRUMMEN et al.
(2002), esta sonda fluorescente, através de seu monitoramento, fornece informagfes sobre a

integridade do mimético de membrana.
3.8.2 Monitoramento da lipoperoxidacgédo

Ap0s o preparo do lipossoma com a sonda fluorescente, foram preparadas solucfes
metanélicas dos extratos das farinhas (10 ug mL™) ou do trolox (padréo) (10 pg mL™) e do
AAPH em tamp&o fosfato (50 mmol L™) e mantidas protegidas da luz, sob refrigeracéo. Em
sequida, foram adicionados, em uma cubeta, 200 pL dos lipossomas com a sonda, 600 pL de
tampéo fosfato pH 7,4 e 100 puL da amostra ou trolox.

A cubeta foi, entdo colocada em um fluorimetro (Spex Fluorolog - 1681®), acoplado
a um banho maria a 37 °C. Para o inicio da reacdo, 100 pL do AAPH foram adicionados,
completando o volume para 1 mL. A medida do decaimento (Aexcitacao = 580 nm, Aemisszo = 600
nm) da fluorescéncia foi feita em uma cinética de 30 min. Foi utilizado como branco uma
solugéo de 200 pL do lipossoma com a sonda, 700 pL do tampédo e 100 pL do AAPH. O

AAPH foi utilizado como gerador de radical peroxila.
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O AAPH é um composto azo extensivamente usado como gerador de radicais livres a
37 °C, sofre termolise, produzindo nitrogénio molecular e radicais alquila, que podem se
combinar para formar produtos estaveis ou reagir com oxigénio molecular formando os
radicais peroxila (ZULUETA et al., 2009; FERREIRA, 2013).

A reacdo de termdlise do AAPH durante o método de peroxidagdo lipidica esta
representada na figura 21. Por meio desta reacdo, mediu-se a capacidade das amostras em

inibir a peroxidacéo lipidica, frente ao radical peroxila.

Figura 21 - Reacao de geracao de radicais a partir de AAPH durante o método de peroxidacao
lipidica.
H,N H Radical alquila

=N+ CI H H . i
+ Nitrogénio molecular
H o 3°C N g

N ——— 2 I + N=N
I . HNT 2 =
H N Termdlise 2
\
cr +N_¥< *0-0°

H/ NH,
Oxigénio Molecular
AAPH
Ccr
Sonda H H ..
Perda de Fluorescente N Antioxidantes Produtos
fluorescéncia -——— 2 | —_— ..
_ Estaveis
Decaimento HzN

0-0°

Radical peroxila

Fonte: Adaptado de Zulueta et al.. 2009: Ferreira. 2013.

3.9 Analises Estatisticas

Os resultados mostrados no presente trabalho correspondem a média de trés
repeticbes + desvio-padrdo da média ou porcentagem. A andlise de variancia e testes de
diferenga significativa foram realizados para identificar as diferengas entre as médias,
enquanto o teste de correlacdo de Pearson foi realizado para determinar as correlagdes entre as
médias, os valores de p < 0,05 foram considerados significativos. A analise estatistica foi
realizada utilizando SAEG 9.1 (System for Statistical Analysis, MG, Brazil).
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Todas as anélises foram realizadas com o auxilio do programa Microcal Origin® 8,0
e do programa Microsoft® Excel XP. Todas as analises estatisticas foram realizadas pelo

Prof. Dr. Jodo Gomes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ha necessidade de se ter uma alimentacao saudavel para que corpo tenha uma fonte
de compostos quimicos essenciais a saude. Estudos mostram que uma dieta rica em frutas e
verduras esta associada a uma menor incidéncia de doencas cronicas e degenerativas
(ZIBADE et al., 2007). Isto ocorre devido, em partes, ao efeito protetor dos antioxidantes,
dentre os quais, se destacam os compostos fendlicos.

Apesar disto, segundo a POF (2008 - 2009), ainda é pequena a ingestdo de produtos
alimenticios ricos em compostos fendlicos pela populagdo brasileira e grande o consumo de
farinhas que ndo tem grande valor nutritivo no Brasil, principalmente quando se trata da
populacdo de baixa renda. Por este motivo, é importante estudar alimentos que possam
agregar valor nutricional elevado e ser de baixo custo, beneficiando assim a popula¢do com
menor poder aquisitivo do nosso pais.

Varios estudos tém evidenciado o potencial antioxidante de uma larga variedade de
vegetais (OLIVEIRA et al., 2009; LIU et al., 2007). Muitos trabalhos na literatura descrevem
a capacidade antioxidante em plantas medicinais, hortalicas, frutas, temperos, sementes,
cereais e residuos de frutas (SOUSA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009; OLIVEIRA et al.,
2013; OMENA et al., 2012; PANTEDILIS et al., 2007; SHAN et al., 2005; PRAKASH et al.,
2007; STRATIL;KLEJDUS; KUBAN, 2007; OLIVEIRA, 2008; OLIVEIRA et al., 2009a).
No entanto, ainda ndo € comum encontrar valores do contetdo total de fendis e da capacidade
antioxidante para farinhas, sendo assim, no presente trabalho, foram analisados 8 tipos de
farinhas alimenticias.

Inicialmente os resultados do contetdo total de fendis utilizando o método de Folin-
Ciocaulteu foram obtidos, em seguida, a capacidade antioxidante frente ao radical DPPH®,
por meio da reducdo de ions de ferro (FRAP) e ions de cobre (CUPRAC) e, por fim o0s
resultados da peroxidacao lipidica, com a comparacédo entre todos os métodos realizados.

4.1 Contelido Total de Fendis Utilizando o Método de Folin-Ciocaulteu

A quantificacdo de compostos fendlicos foi realizada por meio do método de Folin-
Ciocalteau. Mesmo existindo uma grande variedade de métodos para este tipo de
quantificacdo, o método foi escolhido pelo nosso grupo devido ao uso rotineiro e generalizado

deste reagente (Folin-Ciocalteau) nestes tipos de analises (ABDILLE et al., 2005;
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BANERJEE; DASGRUPTA; DE, 2005; STRATIL; KLEJDUS; KUBAN, 2007;
EDASTMALCHI et al., 2007).

Desta forma, os resultados do contetido total de fenois dos extratos metanolicos das
farinhas de gergelim, soja, acafrdo, linhaca, aveia, trigo, milho, girassol e soja estdo descritos

na tabela 8. Todos os resultados foram expressos em mg EAG/ g de extrato seco.

Tabela 8 - Conteudo total de fendis (CTF) obtido pelo do método de Folin-Ciocaulteu dos
extratos metanolicos das farinhas de gergelim, acafréo, linhaga, aveia, trigo, milho, girassol e

soja.

Extratos metandlicos Valores do CTF (Folin-Ciocaulteu)
mg EAG/ g extrato seco

Acafréo 119 + 22
Girassol 94 + 6"
Trigo 53+ 6°
Milho 49 + 2%
Gergelim 42 + 3%
Soja 37 + 4%
Aveia 35 + 4%
Linhaca 31+3°

*Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (p <
0,05). Valores médios de trés repeticdes.

Fonte: Autora, 2014.

Os extratos metanolicos das farinhas de agafrdo e girassol foram os que mais se
destacaram com valores de 119 e 94 mg EAG/ g de extrato seco, respectivamente, sendo o
extrato da farinha de acafrdo, o melhor extrato encontrado nesta analise. Os extratos
metanolicos que apresentaram 0s menores contetdos totais de fendis foram os das farinhas de
linhaca (31 mg EAG/ g de extrato seco), aveia (35 mg EAG/ g de extrato seco), soja (37 mg
EAG/ g de extrato seco) e gergelim (42 mg EAG/ g de extrato seco), com o menor valor para
0 extrato da farinha de linhaca.

Diversos estudos na literatura mostram a presenca de compostos fendlicos em
cereais, sementes, temperos e leguminosas (KAHKONEN et al., 1999; TIVERON, 2010;
SILVA et al., 2011; ARAUJO et al., 2008), no entanto, apesar de existirem muitos estudos
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sobre os compostos fenolicos em numerosas fontes vegetais, ainda ha dificuldade de se
encontrar resultados suficientes devido a forma diversificada de apresentacdo dos resultados
em muitos casos. Sendo assim, serdo listadas, na tabela 9, as condi¢des de extracdo, amostras
estudadas (gergelim, acafréo, girassol, linhaca, soja, trigo, aveia, exceto o milho) e resultados

expressos em EAG/ g de extrato seco de estudos encontrados na literatura para este método.

Tabela 9 - Conteudo total de fendis em amostras semelhantes as estudadas no presente trabalho,
utilizando acido géalico como padréo.

Amostras Valor do CTF Extracdes Referéncias
(mg EAG/ g)
Gergelim creme 1,5 Antes de serem trituradas passaram  Silva et al.
Gergelim preto 2,6 por tratamento térmico (150 °C) (2011).

durante o periodo de 10 min, em
seguida, foram mantidas em uma
solucdo de metanol e agua (60: 40
v/v), por 30 min sob agitacao
permanente (180 rpm) a 25 °C.
Acafrédo 12,8 As amostras foram trituradas, apos Tiveron
(Curcuma longa) processo de liofilizacdo, e (2010).
colocadas em contato com etanol

(80%) em apenas alguns min.

Diversos tipos de 1,0a5,9 Feita por tintura com acetona Kumar et al.
soja (amarela, (70%), a 25 °C. (2010).
verde e preta)

Linhaga (Linun 0,8 As amostras secas foram Kahkonen
usitatissimum) liofilizadas ap6s serem colocadas etal.
em contato com metanol (80%) e (1999).

solugédo aquosa por 1 min.

Gréos de trigo 0,5a0,6 Realizada com metanol (80%) e Ragaee;
(Triticum nitrogénio durante 30 min, tudo foi  Abdel-Aal;
aestivum) centrifugado (6000 rpm) por 20 Noaman

min e transferidos para tubos de (2006).
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Gréos de trigo
(Triticum
aestivum)

Farelo de trigo
(Triticum
aestivum)

Farelo, farinha e
grdos de trigo,
trigo de diversas
espécies, trigos
cultivados em
locais diferentes e
com condicbes
climaticas

diferentes.

cultura com nitrogénio, guardadas

sob refrigeracéo.

0,5 As amostras foram Alvarez-
homogeneizadas durante 2 mina  Jubete et al.
12.000 rpm, durante 20 min a 1050 (2010).
rpm e centrifugadas durante 10
min a 2.000 rpm, ap0s extracao
com metanol.
0,2 As amostras secas foram Kahkonen
liofilizadas ap6s serem colocadas et al.
em contato com metanol (80%) e (1999).

1,0 solucdo aquosa por 1 min.

0,01a3,2 As amostras foram sonificadas por  Vaher et al.

30 min em metanol, depois (2010).
centrifugadas por 10 min.
As amostras foram Jonnala et
desengorduradas 2x em hexano al. (2010).

numa proporcao de 1:4 (v/ v)
durante 1 h a 25 °C. Depois,
amostras foram secas e
hidrolisadas pela mistura de NaOH
em metanol (80%) numa
proporcao de 1:5 (w/ v) durante 3
h. A mistura foi acidificada com
HCI (pH 2,0) e filtrada. A mistura
limpida foi extraida 3x com éter
dietilico. O extrato etéreo foi
evaporado e o residuo final foi
reconstituido com 80% de

metanol.

Dissertacéo de Mestrado



Kelly Lopes Herculano

64

Graos de aveia

(Avena sativa).

Palha de aveia
(Avena sativa).
Farelo de aveia

(Avena sativa).

A farinha foi desengordurada 2x
em hexano numa propor¢éo de 4:1
(v/v) e mantidos num agitador
mecénico, durante 1 h a 25 °C,
apos as quatro amostras de farelo
de trigo terem sido moidas e
peneiradas. Cada amostra foi
filtrada e o farelo desengordurado
final foi seco a 25 °C. O farelo
desengordurado foi extraido 2x
com metanol (80%), em uma
proporcao de 5:1 (v/ v) durante 1
h, & 25 °C. Cada amostra foi
filtrada e o sobrenadante
combinado foi concentrado até
secar.
Meétodo descrito por (Yu et al.,
2002), com algumas modificages.
Usou-se etanol como solvente.
Foi usado metanol (70%) por 15 h,
em temperatura ambiente.
Extracéo realizada por 15 h com
etanol
0,3 As amostras secas foram
liofilizadas apos serem colocadas
0.7 em contato com metanol (80%) e
solugéo aquosa por 1 min, baseado
Kahkonen et al e estudos de

0,4 )
Keinanem (1993).

Kim et al.
(2006).

Yu et al.
(2004).

Zhow; Yu
(2004).
Yuetal.
(2003)
Kahkonen
etal.
(1999).

Fonte: Autora, 2014.
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De acordo com os dados mencionados na tabela acima, percebe-se que a maioria dos
estudos encontrados na literatura ndo descreve o estado inicial da amostra, dificultando assim
a comparacao dos resultados. No entanto, os resultados mencionados na tabela 9 foram
comparados com os resultados encontrados no presente trabalho (Tabela 8).

A partir da analise comparativa entre as tabelas 9 e 8, pode-se dizer que os valores de
contetdo total de fendis apresentados (tabela 9) sdo bem inferiores aos extratos metandlicos
estudados no presente trabalho, descritos na tabela 8.

Através da comparacdo entre os estudos mencionados na tabela 9 e outros
encontrados na literatura, enfatiza-se que diversos fatores influenciam nos valores de
contetdo total de fendis, desde a sua origem até os processos envolvidos na extracdo, antes
das analises para cada tipo de amostra estudada (KAHKONEN et al., 1999; MANACH et al.,
2004; HUNG et al., 2009; YU et al.,, 2004; WHITE; XING, 1997; YU et al., 2002;
PRZYBYLSKI et al., 1998; ZIELINSKI; KOZLOWSKA, 2000; RANDHIR; KWON;
SHETTY, 2008; RANDHIR; SHETTY, 2007; CHENG et al., 2006; ZHANG; HAMAUZU,
2004; NACZK; SHAHIDI, 2004; BERTOLDI, 2006).

Em estudos realizados em amostras de milho por Randhir e Shetty (2007), o
tratamento térmico em autoclave influenciou no aumento do contetdo total de fendis; Ja nos
estudos realizados por Randhir, Kwon e Shetty (2008), apds tratamento térmico, observou-se
que seus resultados variaram entre 2,0 a 3,0 mg EAG/ g de extrato seco, valores bem menores
do que 0S NossOs.

Em trabalhos realizados em graos de farinha de trigo (CHENG et al., 2006) relatou-
se que os compostos fendlicos, como o acido ferulico, acido siringico, acido vanilico e acido
p-cumarico, aumentaram ap0s processo térmico (100 °C). J& Zhang e Hamauzu (2004)
alertaram que o processo térmico usado em estudos em vegetais, alterou significativamente as
caracteristicas fisicas e bioquimicas das suas amostras.

No presente trabalho, os altos valores de contetdo total de fendis obtidos (Tabela 8),
podem ter sidos influenciados pelo uso do metanol, como solvente e o tipo de extracéo
(Soxhlet) realizada para a obtengdo de compostos fenolicos. Naczk e Shahidi (2004) afirmam
gue o metanol tem sido apontado como o mais efetivo dentre os solventes organicos,
extraindo assim, uma elevada quantidade de compostos bioativos. Bertoldi (2006) afirma, em
geral, que solventes mais polares extraem maior quantidade de compostos fenolicos. Outros

estudos também mostram o metanol como um solvente polar efetivo na extracdo de

Dissertacéo de Mestrado



Kelly Lopes Herculano 66

compostos fenolicos em cereais (PRZYBYLSKI; LEE; ESKIN, 1998; ZIELINSKI,;
KOZLOWSKA, 2000).

Os valores de conteudo total de fendis obtidos em nosso trabalho (Tabela 8) também
pode ter sido influenciado pela forma como as amostras foram processadas antes da extracao.
No presente caso, Usou-se a casca, pericarpo, gérmen e endosperma, da maioria das amostras
estudadas, para a obtencdo da farinha, exceto para as amostras de girassol, trigo e gergelim
(Tabela 5).

Yu et al. (2002) afirmam que ha diversos fatores que podem influenciar nos
resultados da determinacdo do conteldo total de fendis como: a preparacdo ou andlise da
amostra, a natureza dos componentes de interesse, as propriedades fisico-quimicas da matriz.
White e Xing (1997) afirmam em seus estudos que 80% do acido trans-feralico de gréos de
trigo e centeio foram encontrados na parte mais externa do gréo, similarmente a Kahkonen et
al. (1999) e outros (MANACH et al., 2004; HUNG et al., 2009). J4, Yu et al. (2004)
destacaram em seu trabalho que a variedade ou locais de cultivo do trigo podem alterar
significativamente as propriedades antioxidantes e o contetdo total de compostos fendlicos da
farinha de trigo.

Veja a seguir a tabela 10 com uma lista de valores de contetdo total de fenois de
alguns outros materiais, representados por cascas, sementes, polpas, frutas, fibras de coco e

residuos de frutas.
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Tabela 10 - Resultados do contetdo total de fendis, utilizando o método de Folin-Ciocalteu para

estudos realizados em cascas, sementes, polpas, frutas, residuos de frutas e fibras de coco

registrados na literatura.

Amostras de cascas, sementes,
polpas, frutas, residuos de

frutas e fibras de coco.

Valores do CTF
mg GAE/ g de

extrato seco

Referéncias

Sementes de jaca
Sementes de abacate
Sementes de siriguela

Semente de umbu
Sementes de abacate
Semente de jenipapo

Cascas de umbu

Cascas de siriguela
Casca de jenipapo
Polpa de jenipapo
Polpa de umbu
Polpa de acerola
Manga
Acerola

Farinha dos residuos de acerola

Farinha dos residuos de
maracuja
Residuos de morango
Residuos de carambola
Residuos de maca
Fibras de coco ando amarelo
Fibras de coco gigante
Fibra de coco (Hibrido)

Fibras de coco ando verde

28
52
255+ 42
2027
88
123 +19
53+6
112 +13
188 + 11
62 +4
40+9
6+5
117
9-19
95+7

41+4

60 + 4
32+4
52+5
501 +29
420 + 20
531+24
58+ 9

Ayala-Zavala et al. (2011).
Avyala-Zavala et al. (2011).
Omena et al. (2012).
Omena et al. (2012).
Soong; Barlow (2004).
Omena et al. (2012).
Omena et al. (2012).
Omena et al. (2012).
Omena et al. (2012).
Omena et al. (2012).
Omena et al. (2012).
Kuskoski et al. (2006).
Soong; Barlow (2004).
Lima et al. (2005).
Oliveira (2008); Oliveira et
al. (2009).
Oliveira (2008); Oliveira et
al. (2009).

Peschel et al (2006).
Shui; Leong (2006).
Peschel et al. (2006).
Oliveira et al. (2013).
Oliveira et al. (2013).
Oliveira et al. (2013).
Oliveira et al. (2013).

Fonte: Autora, 2014.
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De acordo com os estudos mencionados na tabela acima, observou-se que 0S Nn0ssos
melhores resultados, acafrdo (119 mg EAG/ g de extrato seco) e girassol (94 mg EAG/ g de
extrato seco), tabela 8, foram similares aos residuos de acerola e de manga (Tabela 9), ou seja,
apresentaram capacidade antioxidante da ordem das frutas, o que é relevante. Ja a polpa e a
fruta acerola apresentaram valores bem menores do que todos 0s extratos metandlicos
estudados. Podemos perceber também que todos os extratos metandlicos estudados no
presente trabalho, foram inferiores apenas aos extratos de fibras de coco (ando amarelo,

gigante e hibrido), sementes (siriguela, jenipapo e umbu) e cascas de jenipapo.

4. 2 Capacidade Antioxidante frente ao Radical DPPH*®

Considerando a abundancia dos compostos fenolicos nas farinhas estudadas foi
avaliada a atividade antioxidante dos extratos metandlicos de girassol, milho, aveia, a¢afrdo,
gergelim, trigo, soja e linhaga, por meio do método que determina a capacidade antioxidante
frente ao radical DPPH®.

Existem varios méetodos para a determinacdo da capacidade antioxidante, no entanto,
o radical DPPH® é mais estavel do que radicais hidroxila e superéxido (JIMENEZ-ESCRIG et
al., 2000). Por este motivo ele € mais eficiente na analise da eficicia de um antioxidante e um
dos mais utilizados para avaliar a atividade antioxidante de compostos fendlicos extraidos de
frutas, vegetais, graos de cereais, vinho e outros.

Para determinar a capacidade antioxidante das farinhas estudadas neste trabalho,
usou-se este método, por que além de ser um método considerado facil e Gtil para analise de
substancias puras e amostras complexas, ele é o Unico que nao é influenciado por agucares,
podendo apenas ser influenciado pelo solvente e pelo pH das reagdes (OLIVEIRA et al.,
2009a; STRATIL; KLEDJUS; KUBAN, 2007).

Os resultados da atividade sequestradora do radical (RSA %) DPPH® das amostras ja
citadas e do padrdo acido galico encontram-se descritos na figura 22.
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Figura 22 - Porcentagem da capacidade antioxidante obtido pelo método de DPPH®* dos extratos

metandlicos das farinhas de gergelim, acafrao, linhaca, aveia, trigo, milho, girassol e soja.

50

a
44,4 15 mg/ L
40
9 31,5°
T 30 E
o
o
a
! 20
<
@ 13,5 12,7¢ 10,7%d
10,6%
104
5,7de
o 1,6e I
0 T * T NS
S R S L o @ O
H TS

Extratos metanoélicos das farinhas

* Valores comparados ao do acido galico (94,5 %), usado como padrdo, neste experimento.
* Médias seguidas pelas mesmas letras mintisculas nas colunas ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (p <
0,05). Valores médios de trés repeticGes.

Fonte: Autora, 2014.

De acordo com os resultados obtidos, notou-se que os extratos metanolicos das
farinhas de girassol (44,4%) e de acafrdo (31,5%) foram as que apresentaram os melhores
valores, sendo que o extrato da farinha de girassol foi o extrato metandlico que mais se
destacou. Ja os extratos das farinhas de aveia (1,6%) e de linhaca (5,7%) apresentaram 0s
menores valores de capacidade antioxidante, sendo que o de aveia mostrou ter o menor
desempenho em relacdo a todos 0s outros.

Na tabela 11 sdo listados os resultados, apresentadas as amostras semelhantes as
investigadas no presente trabalho, como: soja, gergelim, milho, aveia e trigo, exceto amostras

como: girassol, acafréo e linhaga, juntamente com os padr@es utilizados nas anélises.
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Tabela 11 - RSA (%) de amostras semelhantes as estudadas no presente trabalho.

Amostras Valores de DPPH* Referéncias
(RSA %)
18 variedades de soja da India 16,4 a 83,5 Kumar et al. (2010).
Gergelim creme e gergelim 27,5e 53,0 Silvaetal. (2011).
preto
Farinha de trigo 1a95 Hung; Morita (2008).
Gréos integrais de trigo 15,5 Hung et al. (2009).
Farinha de trigo branca 5,8 Hung et al. (2009).
Gréos de trigo 6,6 Serpen; Gokmen; Fogliano
(2012).
Farelo de trigo 51,4 Aprodu; Banu (2012).
Farinha de trigo 69,6 Aprodu; Banu (2012).

Fonte: Autora, 2014.

Outros trabalhos foram encontrados na literatura para barbas de milho, milho, soja e
compostos  bioativos do acafrdio (LIMA, 2011; ASSIMOPOULOU;SINAKOQOS;
PAPAGEORGIOU, 2005; MOHSEN; AMMAR, 2009).

Conforme ja citado (ZHOU; YU, 2004), além do padrdo usado nas analises, existem
diversos fatores que interferem nos valores da capacidade antioxidante, sendo um deles a
condicdo de extracdo ou procedimentos realizados antes das analises. Stratil, Kledjus e Kuban
(2007) tambem afirmam que dos muitos trabalhos que foram publicados na literatura nesta
area, poucos sdo os que tém dados adequados para fazer um estudo de comparagéo, devido as
diferencas nas metodologias empregadas.

Ja Liu, (2007) afirma que os gréos de cereais ndo sdo tdo citados na literatura devido
a niveis relativamente baixos de antioxidantes em relacdo a frutas e vegetais, citados
frequentemente como excelentes fontes de antioxidantes. No entanto, diferente de muitos
trabalhos, no presente caso, usou-se, para a maioria das amostras, todas as partes do grao,
inclusive as camadas externas, fato que se revelou de grande importancia, pois existem
estudos que confirmam que as camadas mais externas dos graos apresentam maior capacidade
antioxidante e maior contetido de &cidos fenolicos (ZHOU; YU, 2004).

Mais trabalhos foram encontrados na literatura para especiarias, frutas, vegetais e

outros alimentos (RESTREPO; CORTES; ROJANO, 2010; MELO et al., 2008; STRATIL et
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al., 2006; ALOTHMAN;BHAT; KARIM, 2009; LU et al., 2011). Sendo assim nossos
resultados foram comparados a cascas, polpas e sementes de frutas tropicais, residuos de
frutas e fibras de coco que usaram o mesmo tipo de padrdo (acido galico) usado no presente

estudo. Estes valores estio descritos na tabela 12.

Tabela 12 - RSA (%) de cascas, sementes, polpas de frutas, fibras de coco.

Amostras de cascas, Valores de DPPH* Referéncias
sementes, polpas de (RSA %)
frutas, fibras de coco.
Polpa de siriguela 6,4+04 Omena et al. (2012).

Polpa do jenipapo 10,2+ 0,4 Omena et al. (2012).
Polpa de umbu 16,1+0,9 Omena et al. (2012).
Semente de siriguela 37,613 Omena et al. (2012).
Semente de jenipapo 11,6 +0,5 Omena et al. (2012).
Semente de umbu 20,8+0,3 Omena et al. (2012).
Casca de umbu 19,7+1,4 Omena et al. (2012).
Casca de jenipapo 154 +0,7 Omena et al. (2012).
Cascas de siriguela 31,9+0,9 Omena et al. (2012).
Fibras de coco anéo 72,3+5,6 Oliveira et al. (2013).
amarelo
Fibras de coco gigante 81,7+4.2 Oliveira et al. (2013).
Fibras de coco anéo verde 18,2+1,6 Oliveira et al (2013).
Fibras de coco (hibrido) 67,3+0,4 Oliveira et al (2013).
Farinha de residuos de 28,5 Oliveira (2008).
acerola
Farinha de residuos de 12,0 Oliveira (2008).
abacaxi
Farinha de residuos de 14,0 Oliveira (2008).

maracuja

Fonte: Autora, 2014.
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A partir da comparagdo entre as tabelas 11 e 12, nota-se que todos os resultados
encontrados no presente trabalho (figura 22), sdo similares aos resultados encontrados e
descritos na tabela 12, exceto as fibras de coco (ando amarelo, gigante e hibrido), pois, estas
apresentaram valores bem maiores do que 0s nossos. Nossos melhores extratos (15 mg L™)
apresentaram valores superiores girassol (44%) e acafrdo (32%) as farinhas de residuos de
acerola (29%) em 25 mg L™. O extrato das farinhas de acafrdo apresentou valor similar a
cascas de siriguela.

Para o presente trabalho também foi avaliado a quantidade de antioxidante necessaria
para diminuir a concentracdo inicial de DPPH*® em 50%, denominada concentragdo eficiente
(ECsp) ou concentracdo inibitéria (ICsp) (Rodrigues, 2012). Diante dos resultados obtidos,
notou-se que 0s extratos metandlicos que mais se destacaram foram os de acafrdo (34,9 ug
mL™) e girassol (20,8 pg mL™), pois para os extratos de milho, aveia, soja, gergelim e linhaca

néo foi possivel obter o I1Cs (Figuras 23A e 23B).

Figura 23 - Valores de ICs, para os extratos metanoélicos de milho, soja, gergelim, trigo, aveia e

linhaca (A) e de girassol e acafrdo (B).
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Fonte: Autora, 2014.

De acordo com Rodrigues (2012) quanto maior o consumo de DPPH® por uma
amostra, menor o valor de ICsy e maior a sua capacidade antioxidante. Sendo assim, pode-se
dizer que diante todos os extratos estudados, o extrato de girassol possui maior capacidade
antioxidante, pois mesmo sendo usado em pequenas concentracOes, ele foi eficiente para
reduzir o radical DPPH®.
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Valores de 1Cs, foram encontrados na literatura em trabalhos realizados por Kanakis
et al. (2009) para compostos isolados de acafrdo (Crocus sativus) como safranal (95 ug mL™),
crocetina (18 pg mL™) e dimetilcrocetina (40 pg mL™).

Outros valores de ICs, foram encontrados para fibras de coco verde ando (59,7 ug
mL™) em trabalho de Oliveira et al. (2013) e para a polpa de noni (40,9 pg mL™) em estudos
feitos por Costa et al. (2013), porém nenhum deles superou nossos resultados (acafréo - 34,9
ng mL™ e girassol - 20,8 pg mL™). J4 os valores de fibras de coco (ando amarelo 8,6 pg mL™,
gigante 11,0 pug mL™ e hibrido 9,1 pg mL™) mostraram valores superiores aos encontrados no

presente estudo.

4.3 Correlacdo entre Conteldo Total de Fendis (Folin-Ciocaulteu) expressos em EAG/ g

extrato seco versus a Atividade Sequestradora Frente ao Radical DPPH® (%).

De acordo com os resultados obtidos foi feito um estudo de correlagdo entre o
conteddo total de fenois com a atividade antioxidante das amostras estudadas. Foi encontrado
um coeficiente de correlacdo (r) forte positivo entre os dois métodos (figura 24), obtendo-se

coeficiente com valor significativo igual a 0,85.
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Figura 24 - Correlacao entre contetdo total de fenois (Folin-Ciocaulteu) expressos em mg EAG/
g extrato seco versus a atividade antioxidante (%) frente ao radical DPPH® para os
extratos de gergelim, milho, agafr@o, trigo, aveia, linhaca, soja e girassol, nas

concentragdes de 15 mg L™ (r = 0,85).
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Fonte: Autora, 2014.

Diante dos resultados pode-se sugerir que os compostos fendlicos, determinados pelo
método de Folin-Ciocaulteu, estejam relacionados, em grande parte, com a atividade
sequestradora de radicais dos extratos metanolicos estudados. Oliveira (2008) também
afirmou o mesmo em estudos realizados com residuos de frutas.

Um valor de coeficiente linear, bem menor, (0,34) foi encontrado no trabalho feito
por Tiveron (2010) quando os resultados de temperos, legumes e verduras foram comparados.
Uma correlacdo positiva entre o conteldo total de fenois e a atividade antioxidante foi
encontrada em estudos feitos em variedades de milho, soja, girassol, trigo, gergelim
(VELIOGLU et al., 1998; VAHER et al., 2010; SHAHIDI et al., 2006; SILVA et al., 2011,
ALVAREZ-JUBETE, 2010).

Em outros estudos, os autores demonstraram que existe uma relagdo positiva forte
entre o conteldo total de fendis e a capacidade antioxidante em frutas, hortalicas, temperos,
gréos, residuos e sucos de frutas (MAISUTHISAKUL; SUTTAJIT; PONGSAWATMANIT,
2007; RIBEIRO et al., 2001; LEONG, 2002; VELIOGLU et al., 1998; ABDILLE et al., 2005;
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VINSON et al., 1998; SHAN et al., 2005). Kahkonen et al. (1999), afirmam também, que a
propriedade antioxidante de vegetais se deve, principalmente, a seus compostos fenolicos.

4.4 Capacidade Antioxidante por meio da Reducéo de Ferro (FRAP).

Vérias sdo as vantagens para a aplicacdo deste método como por exemplo: ser de
simples execucdo, ser rapido, de baixo custo e ndo necessita de equipamentos especificos
(KARADAG et al., 2009; PRIOR et al., 2005; BENZIE; STRAIN, 1999).

Desda forma, estudos foram feitos e os extratos metandlicos de gergelim, acafrdo,
linhaga, aveia, soja, girassol, milho e trigo levaram aos seguintes resultados (Tabela 13).

Tabela 13 - Resultados para os extratos metandlicos das farinhas de girassol, acafréo, linhaca,

aveia, gergelim, milho, trigo e soja obtidos pelo método de FRAP.

Extrato das farinhas Valores do FRAP (umol ET/g extrato seco)
Linhaca 43 +1°
Milho 99 +1°
Soja 102 + 6%
Gergelim 153 + 14°
Girassol 1242 + 34°
Acafréo 945 + 60°
Aveia 83 + 2
Trigo 127 + 6%

* Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p <
0,05). Valores médios de trés repeticoes.

Fonte: Autora, 2014.

De acordo com estes resultados, pode-se dizer que os extratos metandlicos das farinhas
de girassol (1242 umol ET/g extrato seco) e de acafrdo (945 umol ET/g extrato seco) levaram
aos melhores resultados dentre todas as amostras, sendo que o extrato da farinha de girassol
foi 0 que mais de destacou. J& os extratos das farinhas de gergelim (153 pumol ET/g extrato
seco), trigo (127 umol ET/g extrato seco), soja (102 umol ET/g extrato seco), aveia (83 pumol
ET/g extrato seco) e linhaca (43 pumol ET/g extrato seco) apresentaram valores menores
(Tabela 13).
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Estudos com amostras semelhantes as nossas (girassol, aveia e trigo) foram encontrados
e descritos na tabela 14 usando o trolox como padrdo, j& resultados ndo foram encontrados

para milho, acafrao, gergelim, soja e linhaga.

Tabela 14 - Poder redutor frente aos ions de ferro para amostras semelhantes as do presente

trabalho.
Amostras Valores do Extracéo Referéncias
FRAP
umol TE/ g
extrato seco
Cascas de 3al6 As cascas estudadas passaram por Szydlowska
girassol processo convencional de esmagamento, -Czerniak;
(Helianthus em seguida foram armazenadas em Trokowski;
annuus L.). recipientes fechados no escuro a 25°C Szlyk
até tratamento e analise. (2011).
Flocos de 8 As amostras em seu estado natural foram  Stratil;
aveia liofilizadas, homogeneizadas e Klejdus;
peneiradas segundo Waterman e Mole ~ Kuban
(1994). A extracéo foi feita com uma (2007).
solucdo aquosa de metanol (1:1, v/ v) de
acordo com estudos feitos por Vinson et
al. (2001) e Vinson et al. (1998), com
algumas modificagdes.
Trigo 4 As amostras em seu estado natural foram  Stratil;

liofilizadas, homogeneizadas e Klejdus;
peneiradas, segundo Waterman e Mole  Kuban
(1994). A extracéo foi feita com uma (2007).
solugéo aquosa de metanol (1:1, v/ v) de
acordo com estudos feitos por Vinson et
al. (2001) e Vinson et al. (1998), com
algumas modificacdes.

2al5 Trigo sem cascas foram moidos usando  Serpen;
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um liquidificador, uma peneira foi usada Gokmen;
para obter um po fino, as amostras foram  Fogliano
armazenadas a -20 °C (processo de (2012).

liofilizagdo) antes da analise.

Fonte: Autora, 2014.

De acordo com estes resultados, percebe-se que todas as amostras encontradas na
literatura tiveram valores bem menores aos extratos metanolicos de trigo, acafrdo, girassol e
aveia, estudados no presente trabalho.

Segundo Michiels et al (2012), Pérez-Jiménez; Saura-Calixto (2006) e Celik et al
(2010), as condicbes de extracdo e, principalmente, o solvente podem influenciar bastante os
ensaios da capacidade antioxidante em diferentes matrizes alimentares. Outra influéncia pode
ter vindo dos nossos proprios extratos, pois eles sdo provenientes de farinhas que foram
moidas utilizando também as camadas mais externas do grao.

Trabalhos na literatura foram encontrados para as seguintes amostras: aveia, milho,
acafrdo, trigo e soja, exceto girassol, linhaca e gergelim usando padrdes diferentes do nosso

trabalho, estes trabalhos podem ser consultados na tabela 15.

Tabela 15: Poder redutor frente aos ions de ferro para amostras semelhantes as do presente

trabalho usando padrdes diferentes.

Amostras  Valores do FRAP Extracéo Referéncias

pumol/ g de extrato

seco
Diversas 11 a 64*** Feita com acetona (70 %) em 25 °C. Kumar et al.
variedades (2010).
de sementes
de soja
Acafréo 170** As amostras foram trituradas, apds Tiveron
(Curcuma processo de liofilizacdo e colocadas (2010).
longa) em contato com etanol (80%) em

apenas alguns minutos. Descrito por

Kahkonen et al (1999), com algumas
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Tipos
diferentes
de trigo
Farelo de
trigo
Farinha de
trigo
Trigo apos
diversos
processos

de moagem

Farinhas de
trigo
diferentes
Farelo de
trigo
Farinha
integral de
aveia
Flocos de
milho
Farinha de
milho
branco

Acafréo

49 e 12**

8**

147+

4 a 26**

4335**e6,6a

20**

15 e 37**

6e6**

2e11**

2e11**

739**

modificagdes.
Feita com etanol a (70%) a 25 °C
durante 3 h com agitacdo magnética. A
mistura foi centrifugada a 4500 rpm

durante 10 min.

Feita com etanol a (70%) a 25 °C
durante 3 h sob agitacdo magnética. A
mistura foi centrifugada a 4500 rpm
durante 10 min (DORDEVIC et al.,
2010) e o sobrenadante foi utilizado
para FRAP.

As amostras foram moidas e
guardadas em temperaturas baixas.
Foram preparados dois tipos de
extratos: para o primeiro foi necessario
moer e extrair com metanol, sob
agitacdo, durante 15 min a 25 °C,
depois centrifugou-se a mistura
durante 10 min e dai repetiu-se o
processo por trés vezes. O segundo
extrato foi o residuo da extragdo, para
isto o residuo foi digerido com
hidroxido de sodio a 25 °C durante 1 h
com agitacdo em nitrogénio. Usou-se
acido acético para ajustar o pH= 3. Os
compostos fenolicos foram
reconstituidos com agua antes da
andlise, sob agitagdo, durante 15 min a
25 °C, logo, centrifugou-se por 10

Dordevic;
Marincovic;
Brankovic
(2010).

Aproud; Banu
(2012).

Pellegrini et al.

(20086).
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min, dai repetiu-se a extracdo por duas

VEZES.

** Padrdo com Fe (I1) e ***Padrdo ndo informado.
Fonte: Autora, 2014.

Para fins de comparacéo, foram encontrados na literatura estudos de cascas, sementes
e polpas de frutas, fibras de coco, especiarias e frutas usando o mesmo padrdo (trolox)

utilizado em nosso trabalho, estes achados estdo descritos na tabela 16.

Tabela 16: Capacidade redutora frente aos ions de ferro encontradas na literatura para

amostras como: cascas, sementes e polpas de frutas, especiarias, frutas e fibras de

Ccoco.
Amostras de cascas, sementes Valores do Referéncias
e polpas de frutas, FRAP
especiarias, frutas e fiborasde  pmol ET/ g de
coco. extrato seco
Goiaba 42 Vasco; Ruales; Kamal-Eldin (2008).
Ameixa, morango, maracuja, 1a38 Vasco; Ruales; Kamal-Eldin (2008).

manga e tomate

Maracuja-banana 124 Vasco; Ruales; Kamal-Eldin (2008).
Cascas de cereja 118 Vasco; Ruales; Kamal-Eldin (2008).
Casca de tangerina 125+5 Lu et al. (2011).
Fibras de coco verde ando 125+ 4 Oliveira et al. (2013).
Fibras de coco amarelo anédo 2687 £ 154 Oliveira et al. (2013).
Fibras de coco gigante 3286 + 38 Oliveira et al. (2013).
Fibras de coco (Hibrido) 2464 + 21 Oliveira et al. (2013).
Mostarda 94+1 Lu et al. (2011).
Gengibre 158 £ 2 Lu et al. (2011).
Pimenta de Sichuan 462 + 8 Lu et al. (2011).
Pimenta branca e Pimenta 38 -39 Luetal. (2011).
(Capsicum annuum).
Cascas, polpas e sementes de 1-9 Omena et al. (2012).

umbu, genipapo e siriguela

Fonte: Autora, 2014.
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A comparacdo entre as tabelas 13 e 16 permite observar que os extratos metandlicos
de gergelim, soja, aveia, linhaca e acafrdo tiveram valores semelhantes ou maiores ao
encontrados na tabela 16 para frutas, cascas de frutas e especiarias, exceto para a pimenta de
Sichuan. Nota-se também que as fibras de coco (OLIVEIRA et al., 2013) foram as Unicas
amostras que superaram 0s valores dos nossos melhores extratos (acafrdo e girassol). J&
valores bem menores aos nossos foram encontrados para cascas, sementes e polpa de frutas,
frutas e especiarias em trabalhos de Omena et al. (2012), Lu et al. (2011) e Vasco et al.
(2008).

Outros trabalhos na literatura foram encontrados para frutas, cascas de frutas, 6leos
de cereais, gréos, legumes, vegetais, sementes, sementes de frutas, especiarias e alimentos
diversos (RESTREPO et al., 2010; STRATIL et al., 2006; MARATHE et al.,, 2011;
ALOTHMAN et al., 2009; PELEGRINI et al., 2006; SOONG; BARLOW, 2004; LU et al.,
2011), porem, os trabalhos ndo foram apresentados nas tabelas mencionadas acima (tabelas 14
e 16), devido aos padrdes terem sidos diferentes do nosso trabalho.

De acordo com os resultados obtidos para FRAP foi feito um estudo de correlacéo
entre o conteudo total de fenois (Folin-Ciocaulteu) versus FRAP das amostras estudadas.
Sendo assim, foi encontrada uma correlagdo forte positiva entre os dois métodos (figura 25)
obtendo-se coeficiente com valor significativo igual a 0,89.

Figura 25 - Correlacao entre conteudo total de fendis (Folin-Ciocaulteu) expressos em pmol ET/
g extrato seco versus capacidade redutor frente aos ions de ferro para os extratos de
gergelim, milho, acafr&o, trigo, aveia, linhacga, soja e girassol, nas concentragdes de
15 mg L™ (r =0,89).
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Fonte: Autora, 2014.
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Diante dos resultados, pode-se sugerir que os compostos fendlicos, determinados
pelo método de Folin-Ciocaulteu, estejam relacionados, em grande parte, com os resultados
de FRAP dos extratos metandlicos estudados. Correlacao positiva também foi encontrada em
estudos realizados por Lima (2011) entre a capacidade de reducdo dos ions de ferro e o

conteldo total de fenois.

4.5 Capacidade Antioxidante por meio da Reducédo de Cobre (CUPRAC).

Este método apresenta certas vantagens em relacdo ao FRAP, uma destas é medir a
capacidade antioxidante em pH fisioldgico, 7,0, de modo que melhor simule a acéo fisioldgica
destes antioxidantes (APAK et al., 2004; OZYUREK et al., 2011; GORINSTEIN et al., 2006).
Para o presente trabalho, isto é de suma importancia, pois como as amostras sao farinhas
provenientes de cereais, sementes, leguminosas e especiarias, elas poderdo ser usadas na
alimentacdo humana contra o estresse oxidativo.

Outra vantagem do método é que além dele ser de baixo custo, simples, ele pode ser
versatil, ou seja, pode ser aplicavel para ambos antioxidantes hidrofilicos e lipofilicos,
diferentemente do método de FRAP que tem o complexo de Fe** TPTZ com maior afinidade
para a fase aquosa (devido a interacdo ion - dipolo com as moléculas de dgua do solvente) do
que solventes organicos (APAK et al., 2005), limitando assim a determinacdo de
antioxidantes lipofilicos, especialmente no plasma humano (OZYUREK et al., 2011; APAK
et al., 2004; APAK et al., 2005; GUCLU et al., 2005; GUCLU et al., 2006; OZUREK et al.,
2007; APAK et al., 2006). Para nossos estudos, os extratos metanolicos de gergelim, acafréo,
linhaca, aveia, soja, girassol, milho e trigo foram analisados, obtendo-se os resultados listados
na Tabela 17.
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Tabela 17: Resultados para os extratos metanolicos de girassol, agafrdo, linhaga, aveia, gergelim,
milho, trigo e soja obtidos por CUPRAC.

Extratos das farinhas Valores do CUPRAC (umol TE/g extrato seco)

Linhaca 325 + 74°
Milho 583 + 44°
Soja 597 + 14°
Gergelim 481 + 14°
Girassol 1668 + 42°
Acafréo 1738 +51°
Aveia 652 + 49%
Trigo 856 + 67"

* Médias seguidas pelas mesmas letras mintisculas nas colunas nio diferem entre si pelo teste de Tukey (p <
0,05). Valores médios de trés repeti¢des.

Fonte: Autora, 2014.

De acordo com os resultados apresentados na tabela 17, os extratos metanolicos das
farinhas de acgafrdo (1738 umol TE/g extrato seco) e de girassol (1668 umol TE/g extrato
seco) foram o que mais se destacaram dentre todas as amostras, sem diferenca significativa
entre elas (p > 0,05). J& em relacdo ao menor valor encontrado, o extrato da farinha de linhaca
(325 umol TE/g extrato seco) foi o Unico significativamente inferior. Valores intermediarios
foram encontrados para os extratos das farinhas de trigo (856 umol TE/g extrato seco), aveia
(652 umol TE/g extrato seco), milho (583 pumol TE/g extrato seco), soja (597 umol TE/g
extrato seco) e gergelim (481umol TE/g extrato seco) (Tabela 17).

Para fins de comparacdo, pode-se perceber que os valores de CUPRAC foram
maiores para todas as amostras estudadas, em relacdo aos valores de FRAP, isto pode ter
ocorrido devido ao método CUPRAC poder medir simultaneamente antioxidantes hidrofilicos
e lipofilicos, como mencionado acima, ao contrario de Folin-Ciocalteu, DPPH e FRAP
(APAK et al., 2008; APAK et al., 2004; APAK et al., 2005; HUANG et al., 2005; BENZIE;
STRAIN., 1996; GORINSTEIN et al., 2006; CAPANOGLU et al., 2008).

O mesmo nédo ocorre com o método FRAP, pois sua reagdo é lenta e o complexo de
Fe** TPTZ tem mais afinidade com a fase aquosa (devido & interacdo fon-dipolo com as

moléculas de agua do solvente) do que solventes organicos (APAK et al., 2005), o que limita
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a determinacdo de antioxidantes lipofilicos, especialmente no plasma humano (OZYUREK et
al 2011). De acordo com isto pode-se dizer que os valores de CUPRAC foram maiores devido
a sensibilidade do método para medir antioxidantes lipofilicos presentes nos extratos
estudados. Esta sensibilidade do reagente usado em CUPRAC faz com que o método tenha
maior vantagem em relagdo ao método FRAP (FRUHWIRTH et al., 2006).

Outro motivo que justifica os altos valores de CUPRAC é a sua seletividade, rapidez
e eficiéncia em reagir com antioxidantes que possuem grupos tiois, como a glutationa (GSH),
diferentemente do método de FRAP, que ndo € sensivel a todos os antioxidantes, como por
exemplo, a GSH, um importante antioxidante in vivo (KARADAG et al., 2009; APAK et al.,
2006; BENZIE; STRAIN, 1996; CELIK et al., 2007; GORINSTEIN et al., 2006; APAK et
al., 2004; APAK et al., 2005; OZYUREK et al., 2011; OZYUREK et al., 2007; GUCLU et
al., 2005; GUCLU et al., 2006).

Outros pesquisadores afirmam que o método de FRAP além de ndo mensurar tidis,
também ndo consegue detectar proteinas e carotendides (OU et al., 2002; PULIDO et al.,
2000). Apak et al. (2007) enfatizam que neste método, ndo ocorre oxidacdo completa de
certos acidos hidroxicinamicos e flavonoides, dentro do tempo estabelecido.

Ozyurek et al. (2011) enfatizam também que além da GSH, o método CUPRAC é
capaz de responder a todos os tipos de antioxidantes biologicamente importantes, como por
exemplo, acido ascorbico, a-tocoferol, B-caroteno, GSH redutase, acido Urico, bilirrubina e
todos os tipos de antioxidantes alimentares como: os flavondides, fendlicos simples e acidos
hidroxicinamicos, independentemente do tipo de produto quimico ou sua hidrofilicidade. O
método CUPRAC também demonstrou ser Gtil para a determinacdo de antioxidantes em
plasma e tiois de proteinas, e pode apresentar boas perspectivas de aplicabilidade na quimica
medicinal, envolvendo o diagndstico, tratamento e acompanhamento de doencas ligadas ao
estresse oxidativo (OZYUREK et al., 2011).

De acordo com os resultados obtidos para CUPRAC, foi feito um estudo de
correlacdo entre o contetdo total de fendis, utilizando o método de Folin-Ciocaulteu versus
CUPRAC das amostras estudadas. Sendo assim, foi encontrada uma correlagéo forte positiva

entre os dois métodos (Figura 26), obtendo-se coeficiente com valor significativo igual a 0,96.
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Figura 26 - Correlagdo entre contetido total de fenois (Folin-Ciocaulteu) expresso em umol ET/g
extrato seco versus capacidade redutora (%) frente aos ions de cobre para os
extratos de gergelim, milho, acafrdo, trigo, aveia, linhaca, soja e girassol, nas
concentragdes de 15 mg L™ (r = 0,96).
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Fonte: Autora, 2014.

Diante dos resultados, pode-se sugerir que os compostos fendlicos, determinados
pelo método de Folin-Ciocaulteu, estejam relacionados, em grande parte, com os resultados

de CUPRAC dos extratos metanolicos estudados.
4.6 Avaliacdo das Amostras como Inibidores da Peroxidacdo Lipidica

O efeito protetor com antioxidantes contra a peroxidacgéo lipidica foi extensivamente
estudada por Niki (2010). De acordo com Ferreira et al. (2013), a capacidade de eliminagéo
de radicais livres por meio de antioxidantes ndo necessariamente, se correlaciona com a
peroxidacao lipidica, por este motivo, foi essencial avaliar também o efeito de protecdo dos
extratos metandlicos estudados contra a peroxidagao lipidica.

A capacidade antioxidante foi avaliada usando o radical peroxila para provocar a
peroxidacdo lipidica em uma membrana padrdo (lipossoma unilamelar de lecitina de soja),
ancorada a uma sonda fluorescente (C1,-BODIPY®8%) sensivel a este radical (OLIVEIRA et
al., 2013; FERREIRA et al., 2013). Este sistema de quebra de lipossoma induzido por radicais
¢ bastante usado para estudar o dano oxidativo & membrana e a protecdo desta por

antioxidantes (FERREIRA et al., 2013). Sendo assim, apds a adi¢do de uma espécie redutora,
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ou seja, um antioxidante observou-se um menor decaimento da fluorescéncia. Isto significa
que a membrana foi protegida e o antioxidante reagiu com as espécies reativas presentes no
meio, preservando o lipossomo (NAGUIB, 1998).

Diante dos estudos realizados, obteve-se um grafico (figura 27) que mostra a
porcentagem (%) de protecdo & membrana celular dos oito extratos metandlicos (10 mg L™)
em funcéo do tempo (tempo total de 30 min), em comparacdo com o controle positivo (trolox)
e o controle negativo (tampdo fosfato e metanol). Lipossomas com Ci;-BODIPY*¥%%! ¢

AAPH (gerador de radical peroxila) foram adicionados em todos 0s casos.

Figura 27 - Protecdo contra a peroxidacao lipidica provenientes de extratos metandlicos de
gergelim, acafréo, soja, milho, linhaca, girassol, trigo e aveia (10 mg/L), controle
positivo (trolox) e controle negativo (tampéo fosfato e metanol). Lipossoma mais
C1:-BODIPY****! foram adicionados em todos 0s experimentos.
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Fonte: Autora, 2014

Por meio dos estudos de peroxidagdo lipidica in vitro, os extratos metandlicos que
tiveram melhor desempenho em proteger a membrana foram os extratos de acafrdo (69,5%) e
de girassol (67,5%). Eles tiveram maior poder de inibicdo frente ao radical peroxila em
relacdo a todos os extratos estudados, em tempo reacional, em torno de 30 min. Ja os extratos
metandlicos de milho e gergelim mostraram o pior desempenho em relacdo aos outros

extratos, proporcionando pouco mais de 25,5% de protecdo. Valores intermediarios de
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protecdo a peroxidagdo lipidica foram encontrados para os extratos de soja, linhaga, aveia e
trigo (33,8 a 49,8%).

Os extratos estudados de acafrdo e de girassol, juntamente com 0s outros extratos
metanolicos de gergelim, trigo, soja, milho, linhaca e aveia ndo forneceram resultados tdo
bons quanto o do controle positivo (trolox), usado neste trabalho como padrdo, que
proporcionou 82,3% de protecdo em 30 min de reacdo. Sendo assim, pode-se dizer que todas
as amostras protegeram a membrana, sendo que, os melhores resultados foram encontrados
para os extratos metanolicos de acafrdo e de girassol. Deve-se salientar também que dentre
todos os extratos metandlicos estudados o girassol e o acafrdo mostraram um desempenho
similar aos resultados obtidos para os métodos DPPH®, FRAP e CUPRAC.

Ao fazer um estudo de comparacdo com dados encontrados na literatura, percebeu-se
que os valores da protecdo a peroxidacdo lipidica (30 min de experimento), obtidos no
presente trabalho, foram superiores ao valor encontrado para a farinha de residuo de abacaxi
(OLIVEIRA et al., 2009; OLIVEIRA; 2008) que obteve em torno de 15% de protecdo a
membrana em 30 min de experimento. Nossos valores também foram superiores aos de
polpas, sementes e cascas de frutas (genipapo, siriguela e umbu) que obtiveram entre 8 a 53%
de protecdo em 30 min em trabalho realizado por Omena et al. (2012). J& outras amostras
como: fibras de coco (82 a 100%), farinhas de residuos de acerola e maracuja (85 a 88%) e
cascas e sementes de siriguela (95 a 98%) apresentaram valores superiores aos NOSSOS
(OLIVEIRA et al., 2013; OMENA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2009; OLIVEIRA., 2008).

4.7 Comparagcdo entre os métodos FOLIN, DPPH®, FRAP E CUPRAC.

A comparacdo intragrupo dos resultados foi realizada considerando a atividade mais
elevada como 100%, em cada ensaio (cada coluna), a fim de normalizar os dados (Figura 28).
As proporcdes sdo mostradas como percentagem para cada extrato estudado.

Ao fazer uma observacdo intergrupal, percebe-se que dentre todos os extratos
estudados, o girassol e o0 acafrdo se destacaram, porém o girassol foi o que obteve o melhor e

mais significativo resultado, na maioria dos casos, em relagdo a todas as amostras estudadas.
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Figura 28 — Atividades normalizadas dos extratos, em relagdo a cada teste antioxidante. A
atividade mais elevada foi considerada de 100%, e 0s outros valores correspondem
a uma percentagem relativa de atividade. Dentro de cada coluna, as médias
indicadas com a mesma letra n&o sdo significativamente diferentes para este teste
(p <0,05).
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Fonte: Autora, 2014.

De acordo com Tomei et al. (2007) para se fazer determinacfes mais precisas e
confiaveis, os dados obtidos com o método indireto (Folin-Ciocauteu, FRAP e CUPRAC)
devem ser regularmente correlacionados com os dados obtidos por métodos diretos
(peroxidacdo lipidica).

Sendo assim, foi feito o estudo de correlacdo entre todos os métodos utilizados para
avaliar a capacidade antioxidante. A tabela 18 mostra resultados da analise de correlacdo de
Pearson. Todos os ensaios mostraram uma boa correlacdo, mostrando significancia estatistica
de 0,01.
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Tabela 18 - Coeficientes de correlacdes de Pearson entre os métodos.

FOLIN FRAP CUPRAC DPPH® Peroxidacéo Lipidica

FOLIN 1,0000 0,9032*  0,9570*  0,8630* 0,7140

FRAP - 1,0000 0,9443*  0,9634* 0,7926
CUPRAC - - 1,0000 0,8915* 0,8201
DPPH - - - 1,0000 0,6990
Peroxidacdo Lipidica - - - - 1,0000

Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
Fonte: Autor, 2014,

As correlacBes positivas entre a capacidade antioxidante e o contetdo total de fendis
indicam que os compostos fendlicos tém um papel importante na capacidade antioxidante de
todos os extratos estudados. As magnitudes dos coeficientes de correlagdo foram classificadas
conforme CARVALHO et al. (2004) onde: r = 0 (nula); 0 < |r| < 0,30 (fraca); 0,30 < |r| < 0,60
(média); 0,60 < |r| <0,90 (forte); 0,90 < |r| < 1 (fortissima) e |r|= 1 (perfeita). Pode-se dizer
entdo que os resultados forneceram coeficientes de correlagdo com magnitudes forte e
fortissima. Isto sugere que todos 0s ensaios sdo recomendaveis para avaliar a capacidade
antioxidante nos extratos metandlicos estudados.

4.8 Considerac0es finais

De acordo com estudos realizados para determinar o contetdo total de fendis, pode-
se dizer que as farinhas de agafréo e girassol foram as que forneceram os maiores resultados.
Ja as farinhas de gergelim, soja, aveia e linhaca foram as que tiveram menores contetidos
totais de fenois.

Ao determinar a capacidade redutora de todas as farinhas, pode-se perceber que a
farinha de girassol foi a que apresentou maior atividade, seguida da farinha de acafrdo em
analises de capacidade antioxidante frente ao radical DPPH®, para esta analise o pior
desempenho foi da farinha de aveia e linhaca. Os resultados de ICsy indicaram maior
capacidade antioxidante para a farinha de girassol, seguida da farinha de acafrdo. Para as
outras ndo foi possivel o calculo. Quanto aos resultados de FRAP e CUPRAC percebeu-se
que dentre todas as farinhas estudadas, a que mais se destacaram foram as farinhas de agafréo

e de girassol em ambos 0s casos, ja o extrato de linhaca apresentou o pior desempenho frente
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aos ions de cobre. Diante de todos os resultados, pode-se dizer que todas as farinhas estudadas
apresentaram capacidade antioxidante.

Para os estudos de peroxidacao lipidica in vitro a farinha de acafréo e girassol foi a
que demonstrou maior poder de inibicdo frente ao radical peroxila em relacdo a todas as
farinhas estudados. J& as farinhas de milho e gergelim mostraram o pior desempenho para esta
analise.

Em relacdo aos resultados do estudo de correlacdo entre Folin-Ciocaulteu versus
DPPH®, Folin-Ciocaulteu versus FRAP e Folin-Ciocaulteu versus CUPRAC, houve
correlagdo positiva entre todos os estudos realizados. Diante destes resultados pode-se dizer
que quanto maior o contetdo total de fendis maior € a capacidade antioxidante das farinhas.

Quanto a comparacdo feita entre todos os métodos estudados, a observacdo
intergrupal mostrou que as farinhas de girassol e acafrdo foram as que forneceram os
melhores e mais significativos resultados, sendo que a farinha de girassol se destacou como a
melhor dentre todas as farinhas estudadas.

Por fim, observou-se que a correlacdo de Pearson mostrou correlacdo positiva com
magnitudes forte e fortissima, entre todos os métodos utilizados para avaliar a capacidade
antioxidante das farinhas estudadas. Isto indica que todos os métodos estudados sdo
recomendaveis para avaliar a capacidade antioxidante destas farinhas.
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CONCLUSAO

Diante de todos os resultados obtidos, evidenciou-se que as farinhas de girassol e
acafrdo mostraram alto contetdo em antioxidantes, sendo, portanto, fontes relevantes de
nutracéuticos, podendo, ainda, ser aplicadas como preservativos em formulagdes de

alimentos.
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5 PERSPECTIVAS

Realizar estudos de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) visando
caracterizacdo dos compostos ativos presentes nas amostras.Realizar estudos eletroquimicos
através das técnicas de Voltametria Ciclica (VC) e Voltametria de Pulso Diferencial (VPD)
com o objetivo de quantificar os compostos responséaveis pela capacidade antioxidante.

Realizar estudos eletroquimicos da capacidade antioxidante por meio do método de
FRAP modificado.

Realizar andlises microbioldgicas, toxicoldgicas visando obter melhor tempo de
armazenamento e conservacao destas farinhas em prateleiras.

Realizar analises da presenca de agrotoxicos nas farinhas estudadas visando oferecer
um produto seguro para o0 consumo da populacéo.

Determinar quantidade de fibras, taninos e fitatos em todas as farinhas, visto que a
presenca destes compostos pode diminuir a biodisponibilidade de nutrientes importantes da
farinha.

Desenvolver produtos ou preparac@es utilizando as farinhas e avaliar a aceitacdo dos
mesmos, frente ao consumidor.

Fazer estudos in vivo, em animais e posteriormente em humanos, para avaliar as

acOes antioxidantes em meios bioldgicos.
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