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RESUMO

O girassol é considerado uma oleaginosa rica em vitaminas, terpendides,
aminoacidos, carboidratos, acidos fendlicos, entre outros. A presenca desses
compostos esta relacionada as inUmeras atividades biologicas atribuidas a semente
dessa planta, incluindo a atividade antioxidante, além da atuacdo na prevencéo de
doencas cronicas e degenerativas. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi avaliar
sementes e cascas de girassol de diferentes cultivares, quanto a capacidade
antioxidante e ao perfil quimico. Os extratos metandlicos das amostras de girassol
foram avaliados quanto a sua composi¢cado quimica (por cromatografia liquida de alta
eficiéncia - CLAE), conteudo de fendis totais, flavonas e flavondis e capacidade
antioxidante (DPPH®, FRAP, peroxidacao lipidica), além de ensaios eletroquimicos,
com o0 uso da voltametria ciclica. O conteudo total de fendis variou entre 43,6 — 95,2
mg EAG/g de extrato seco, enquanto o conteudo total de flavonas e flavonais,
entre 4,2 — 47,7 mg EQ/g de extrato seco. Houve variagbes também na
atividade sequestradora de radicais (ASR) entre 21 — 40,8%, enquanto os valores de
FRAP encontraram-se entre 89,7 — 196,9 mg ET/g de extrato seco. Em ensaios com
utilizacdo de membranas biomiméticas para avaliacdo da peroxidacéo lipidica, todos
0S extratos (25 pug/mL) mostraram protecdo superior a 50%. A quantificacdo dos
compostos individuais, identificados por CLAE, foi realizada por calibragdo externa,
sendo possivel a identificacdo de quatro compostos principais, incluindo acido
clorogénico, acido cafeico, acido p-cumarico e rutina. No estudo eletroquimico,
voltamogramas ciclicos, em eletrodo de carbono vitreo, evidenciaram a presenca de
picos com perfis e valores de E,, semelhantes aos de acidos fendlicos, como o acido
clorogénico, com transferéncia de elétrons de natureza reversivel ou quase
reversivel. A determinacdo da composicdo revelou a presenca de metais
importantes, principalmente na atividade antioxidante. Os extratos revelaram ainda
auséncia de atividade antiglicante, para o método proposto. Os resultados obtidos
gquanto a capacidade antioxidante e a presenca de compostos fendlicos
biologicamente ativos, nas amostras de girassol, demonstram seu potencial uso para
fins medicinais ou nutracéuticos.

Palavras-Chave: Girassol. Semente e casca. Capacidade antioxidante. Compostos
fendlicos. Cromatografia liquida de alta eficiéncia. Acido clorogénico.



ABSTRACT

Sunflower is considered an oleaginous rich in vitamins, terpenes, aminoacids,
carbohydrates, phenolic acids, among others. The presence of these compounds is
related to the numerous biological activities assigned to the seed of this plant,
including antioxidant activity, as well as action in the prevention of chronic and
degenerative diseases. Thus, the objective of this study was to evaluate sunflower
seeds and shells of different cultivars, as the antioxidant capacity and the chemical
profile. The methanol extracts of sunflower samples were evaluated for their chemical
composition (high-performance liquid chromatography - HPLC), content of total
phenols, flavones and flavonols and antioxidant capacity (DPPH®, FRAP, lipid
peroxidation), and electrochemical tests, using cyclic voltammetry. The total phenolic
content ranged from 43.6 to 95.2 mg GAE, while the total content of flavones and
flavonols, varied from 4.2 to 47.7 mg EQ. There was also variation in the scavenging
activity of radicals (RSA) from 21 to 40.8%, while FRAP values were between 89.7 to
196.9 mg ET/g dry extract. In assays employing biomimetic membranes for
evaluation of lipid peroxidation, all extracts (25 ug/mL) showed protection superior to
50%. The quantification of individual compounds, identified by HPLC, was performed
by external calibration. It was possible to identify four major components, including
chlorogenic acid, caffeic acid, p-coumaric acid and rutin. In the electrochemical
study, cyclic voltammograms, on glassy carbon electrode, had shown the presence
of peaks with profiles and Epa values similar to those of phenolic acids, such as
chlorogenic acid, with a reversible or quasi-reversible electron transfer nature. A
determination of the composition revealed a characteristic of important metals, mainly
in the antioxidant activity. The extracts also revealed the absence of antiglacial
activity, for the proposed method. The results obtained so far and the presence of
biologically active phenolic compounds in sunflower samples, demonstrate their
potential use for medicinal or nutraceutical purposes.

Keywords: Sunflower. Seed and skin. Antioxidant capacity. Phenolic compounds.
High-performance liquid chromatography. Chlorogenic acid.
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14

1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Estresse Oxidativo e defesas antioxidantes

O estresse oxidativo é definido como um estado, onde ha desequilibrio entre
espécies oxidantes e antioxidantes em favor dos oxidantes, causando a disfuncéo
da sinalizacéo redox e dos mecanismos de controle e danos a biomoléculas (SITI et
al., 2015). Esse processo tem importantes implicacfes sobre a etiologia de inUmeras
doencas cronicas nao transmissiveis como a aterosclerose, diabetes, obesidade,
transtornos neurodegenerativos e até mesmo o cancer (BARBOSA et al., 2010).

Vérios fatores estdo associados ao extresse oxidativo. Em geral, o habito de
vida ndo saudavel é o principal fator seguido do consumo de &lcool, tabagismo, dieta
inadequada, exercicio fisico realizado de forma extrema, fatores relacionados ao
meio ambiente como a exposicdo a temperaturas elevadas e a poluicdo ambiental,
domiciliar e ocupacional, uso de alguns medicamentos e ainda fatores naturais e
inevitdveis como o envelhecimento e estados psicolégicos que provoquem estresse
emocional (OLIVEIRA et al., 2009; PEREIRA, 2012).

Nos organismos aerdbios, a transferéncia de elétrons ao oxigénio,
provocando a sua reducdo, base da bioenergética, € um processo essencial,
portanto, espécies oxidantes s&o inevitavelmente produzidas e o processo é
intensificado com disfuncbes biologicas, principalmente mitocondriais. Essas
espécies se classificam em espécies reativas de oxigénio (EROs), espécies reativas
de nitrogénio e espécies mistas (ERONS), algumas de natureza radicalar e outras
n&o radicalares (ERNs) (SA et al., 2012).

O radical hidroxila (HO") é o mais danoso ao organismo, pela auséncia de
sistemas enzimaticos, capazes de sua destoxificacdo. O radical ataca,
rotineiramente, moléculas por abstracdo de hidrogénio e por adi¢do a insaturacées
(BARREIROS e DAVID, 2006; PYTEL et al.,, 2005; SILVEIRA, 2004). A estrutura
lipidica que mais sofre ataques dos radicais hidroxila € a membrana celular,
composta de fosfolipidios. Os radicais que se encontram centrados nos atomos de
oxigénio realizam o ataque a cadeia lipidica, em sitios susceptiveis como o grupo
metilénico alilico, convertendo-o em novo centro radicalar. Por sua vez, o carbono

radicalar é capaz de, com relativa facilidade, adicionar-se ao oxigénio (biradical), o
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que gerara o radical lipidio-peroxila, que ataca as proteinas da membrana celular,
podendo causar severos danos as células (SILVA, 2015).

As reacOes radicalares sdo capazes de causar alteracdes progressivas em
ambientes biologicos, surgindo entdo a importancia da presenca de compostos com
acao antioxidante. Define-se um antioxidante como toda e qualquer substancia que,
ao se apresentarem em baixas concentracbes em relacdo ao substrato oxidavel,
evita a oxidacdo dos mesmos, livrando assim o organismo dos efeitos nocivos
causados pelo estresse oxidativo (LAGUERRE et al., 2010; HALLIWELL, 2000).

Na natureza, diversos organismos trazem consigo inUmeras moléculas que
atuam como antioxidantes. Tais moléculas se encarregam de minimizar os efeitos
danosos das ERONSs, nos organismos vivos. Os avancos tecnologicos propiciam que
estas espécies possam ser isoladas, caracterizadas e utilizadas em diversos tipos
de aplicacdes para as mais variadas finalidades (MISHRA et al., 2012).

Os primeiros sistemas de defesa antioxidante desenvolvidos contra os danos
oxidativos sdo compostos pelas espécies que se mostram capazes de impedir a
geracdo de espécies reativas de oxigénio e que bloqueiam radicais que venham a
ser formados. Tais sistemas se apresentam em compartimentos celulares aquosos e
na membrana plasmatica, podendo ser enzimaticos ou ndo enzimaticos (Figura 1), e
sua fonte pode ser natural do préprio organismo ou obtido por ingestdo através da
alimentagdo como o a-tocoferol (vitamina E), o B-caroteno (pro-vitamina A), o &cido
ascorbico (vitamina C) e os compostos fendlicos (PISOSCHI e POP, 2015).

O sistema de defesa antioxidante enzimatico € composto por enzimas como a
superoéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx), que
atuam prevenindo a formagdo ou neutralizando as EROs, além da glutationa
redutase (GR) e da glicose-6-fosfato-desidrogenase (G-6-PDH). H4 ainda a protecéo
ndo enzimatica, por complexagdo de metais (que catalisam a formacdo de HO®, via
reacdo de Fenton), remocdo de oxigénio singleto e decomposicdo dos
hidroperoxidos, gerando produtos mais estaveis e regenerando a defesa
antioxidante enzimatica. Dentre eles estdo as vitaminas, cofatores enzimaticos,
compostos nitrogenados e peptideos (ALAM et al., 2013; CAROCHO e FERREIRA,
2013).
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Figura 1. Classificagcao dos antioxidantes (azul: antioxidantes enddgenos; verde: antioxidantes exdgenos).
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As defesas antioxidantes enzimaticas e ndo enzimaticas podem interagir
entre si, de forma a manter ou reestabelecer a homeostase redox. Um exemplo
dessa interacdo é a regeneracdo da vitamina E pela glutationa reduzida (GSH) ou
pela vitamina C na prevencao da peroxidacédo lipidica (BOUAYED e BOHN, 2010;
GODMAN et al., 2011). A Figura 2 demonstra diversas vias de formacéo de EROs.

Figura 2. Vias de formacgédo de EROs, o processo de peroxidagéo lipidica e o papel de antioxidantes
no estresse oxidativo.
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O processo € iniciado com a formacdo do anion-radical superoxido (1)
através da reducdo de oxigénio molecular mediada de forma enzimatica, pela

NADPH oxidase e xantina oxidase, ou ndo enzimatica, por meio da cadeia
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transportadora de elétrons na mitocondria. Essa primeira ERO sofre dismutagéo (2)
pela acdo da enzima SOD formando peréxido de hidrogénio, que é faciimente
reduzido a H,O (3) a partir da acdo GPx, levando a oxidacdo da GSH. A glutationa
oxidada (GSSG) é reduzida novamente a GSH (4) pela GR, que utiliza o NADPH
como doador de elétrons. Alguns metais de transicdo (5) podem reagir com 0
perdxido de hidrogénio levando a formacéo do radical hidroxila, que causa danos ao
DNA, RNA, as proteinas, lipidios e membranas celulares do ndcleo e mitocondriais.
Esse radical inicia um processo importante nesse quadro conhecido como
peroxidacgdo lipidica, onde seus produtos geram reagbes em cascata. Alguns dos
produtos desse processo de peroxidacao lipidica sdo o 4-hidroxinonenal (4-HNE), a
B-hidroxiacroleina e o malondialdeido (MDA), que reagem com bases nitrogenadas
do DNA (citosina, adenina e guanina), causando danos, com sérias consequéncias
em termos funcionais (VALKO et al., 2007).

Embora o sistema antioxidante endogeno seja eficiente, ele ndo é suficiente
para controlar o dano oxidativo. Dessa forma se faz necesséario complementa-lo via
uma alimentagdo saudavel para que as concentragcbes das ERONs permanecam

baixas.

1.2 Fontes antioxidantes naturais

Produtos naturais, como frutas, sementes, legumes, além dos seus
derivados, tém sido cada vez mais reconhecidos devido a presenca abundante de
compostos fendlicos, dentre outros componentes bioativos. Esses, ndo mais
importantes que os demais, possuem acao antioxidante sendo capazes de eliminar
espécies reativas que tem sido frequentemente apontadas como causadoras de
diversas doencas (QUIDEAU et al., 2011).

Segundo Oliveira e colaboradores (2009), os antioxidantes mais promissores
sdo aqueles derivados de processamento de frutas e temperos, como gengibre e
alecrim. Alguns alimentos e cosméticos ja foram enriquecidos com estes produtos,
com alto grau de sucesso. Alguns antioxidantes naturais sdo empregados como

agentes profilaticos e terapéuticos, no intuito de agirem como uma contramedida em
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radiacdo, no combate ao céancer e até mesmo, visando atenuar doencas

relacionadas a idade.

O Brasil é um pais caracterizado pela sua grande diversidade bioldgica,
possuindo um extenso capital natural composto de pelo menos 13% de todas as
espécies mundiais, a maior area de florestas tropicais, entre outros, tornando o
territorio brasileiro rico em vegetais com acdo antioxidante. Dentre esses vegetais,
encontram-se as frutas oleaginosas, muito utilizadas na producéo de biodisel como
além de serem fontes de nutrientes,

alternativa de combustivel renovavel,

agregando varios beneficios a saude (ROMA et al., 2013).

Os frutos oleaginosos possuem em sua cCOmposiGao majoritaria, moléculas
de triacilglicerideos, lipidios formados pela ligacdo de trés moléculas de acidos
graxos com o glicerol. Mono e diglicerideos, acidos graxos livres, glicolipidios,
proteinas, esterdis, entre outras substancias que também fazem parte dessa
composi¢cdo em menor quantidade (GAMBARRA NETO, 2008).

Baseando-se nestas informacdes, a Tabela 1 lista frutos oleaginosos que
apresentam atividade bioldgica, principalmente aqueles que séo fontes naturais de

antioxidantes.

Tabela 1. Frutas oleaginosas com atividade bioldgica, incluindo antioxidante.

OLEAGINOSA PRINCIPAIS RESULTADOS REFERENCIAS

Acafréo

A farinha do acafrdo revelou boa atividade antioxidante
e protecdo contra a peroxidacdo lipidica,
demonstrando ainda boa correlagédo entre o contetdo
total de fendis e a atividade antioxidante.

Camatari et al.,
2016; Yadav e
Kumar, 2013.

A casca do abacate mostrou ser fonte alternativa de
nutrientes com rica composicdo em minerais. Seus
residuos apresentaram acdo antioxidante e, inclusive,
podem ser utilizados para aplicacdo na industria de
alimentos em substituicdo aos antioxidantes sintéticos.

Abacate
- Daiuto et al.,,
- 2014

Persea americana
yé Oleaginosa considerada fonte natural de acidos

graxos, vitaminas, fitosterois e flavonoides, compostos | Keser et al.,

gue fornecem beneficios a salde, associados com

2014.

Améndoa efeitos fisioldégicos antioxidantes.
Prunus dulcis
Amendoim Quatro variedades da semente foram avaliadas
revelando ricas fontes de componentes com bons
J \ atributos nutricionais como  &cidos  graxos | Sebei et al,
' f poliinsaturados (w3 e w6), componentes fendlicos, | 2013.

Arachis hypogaea

biomoléculas antioxidantes, além de revelar atividade
antibacteriana.

Fonte: AUTORA, 2016
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Tabela 1. Frutas oleaginosas com atividade biolégica, incluindo antioxidante (continuagéo).

Arroz Oito  cultivares de arroz foram estudados,
apresentando significativo contetddo de fendis totais,
£ incluindo flavonoides, proantocianidinas e .
' A e x : i~ | Minetal., 2012.
& g s antocianinas, apresentando entéo potencial benéfico a
S saude, principalmente as variedades vermelha e roxa,
Oryza sativa pouco consumidas pela populacao.
Avela Os extratos metandlicos de aveld turca foram
¢ avaliados pela primeira vez pelo método CUPRAC e
. : Altun et al.,
DPPH®, os resultados foram promissores, revelando 2013

Corylus avellana

importante valor nutritivo associado a presenca de
compostos fendlicos na oleaginosa.

Azeitona

A presenca de compostos fendlicos identificados no
fruto desempenha um papel importante na saulde
humana, além de contribuir para a prevencdo de

Dekdouk et al.,

diabetes e, consequentemente, de doencas 2015.
Olea europaea cardiovasculares.

Babacu O extrato aquoso ndo apresentou forte potencial

' antioxidante, de acordo com o0s ensaios AAPH,
TBARS. Administrado por via oral em animais, | Silva et al,
observou-se também que n&o houve alteracdo | 2012.
significativa na atividade motora dos animais, quando

Orbignya phalerata | comparado com o grupo de controle.
Buriti

Mauritia flexuosa

Foram avaliadas as atividades antioxidante e
antiproliferativa de extratos de buriti, ndo encontrando
toxicidade significativa para as células normais MRC-
5. Compostos fendlicos como &cido clorogénico,
rutina e isoquercitrina foram identificados nos extratos.

Tauchen et al.,
2016.

Castanha-do-caju

\\‘,
'
[

Anacardium
occidentale

Extratos etandlicos da folha e semente da castanha de
caju foram eficazes no ensaio de atividade
antimicrobiana, ao passo que o extrato acetbnico
revelou a melhor atividade antioxidante frente ao
radical DPPH® (52,5% ASR)

Doss e
Thangavel,
2011.

Castanha-do-Para

Quantidades substanciais de antioxidantes fendlicos,
responsaveis pelo controle do estresse oxidativo no

John e Shahidi,

@ organismo, revelando grande potencial no
. . : 2010.
desenvolvimento de  nutracéuticos ricos em
. antioxidantes e ingredientes de alimentos funcionais.
Bertholletia excelsa
Chia
Coctas o+ O estudo indica que o consumo diério de sementes e
: : O6leo promove efeito protetor contra o estresse | Marineli et al.,
oxidativo, revelando ainda propriedades antioxidantes | 2014.
in vivo.
Salvia hispénica
Coco Os extratos mostraram boa atividade antioxidante
4 incluindo a presenca de flavonoides, saponinas, | Naskar et al.,
& taninos. Extratos com a fibra da casca do coco | 2011; Oliveira
‘ ) também apresentaram a mesma atividade e seu | etal., 2013.

Coccus nucifera

potencial uso como suplemento em dietas.

Fonte: AUTORA, 2016.



Tabela 1. Frutas oleaginosas com atividade biolégica, incluindo antioxidante (continuagéo).

Colza

Brassica napus

O estudo relatou a caracterizagdo nutricional e
composicdo antioxidante dessa semente rica em
carboidratos, agucares totais (incluindo frutose, glicose
e sacarose), acidos graxos, compostos fendlicos,
incluindo flavonoides. Confirmam-se os beneficios da
sua inclusdo na gastronomia.

Batista et al.,
2011.

Damasco O fruto e a semente de diferentes genotipos de
damasco apresentam atividade antioxidante total e Korekar et al
. conteido total de fenois significativos, podendo ser | 5. N
v, utilizados para fins nutracéuticos. '
Prunus armeniaca
Gergelim

Sesamum indicum

A farinha de semente desengordurada exibiu uma boa
capacidade antioxidante pelos testes de DPPH® e
ORAC, revelando a presenca de diversos compostos
responsaveis por essa atividade, identificados por
CLAE, como &cido ferulico.

Othman et al.,
2015.

Linhaca
Extratos etandlico (80%) revelaram bons resultados
guanto aos componentes antioxidantes, sendo essa | Anwar e
oleaginosa, uma provavel fonte de antioxidantes | Przybylski,
naturais e, podendo ser utilizada como ingrediente | 2012.
Li funcional e nutracéutico.
inum
usitatissimum
Macadamia
) No fruto da macadamia foram identificadas
S'é guantidades significativas de tocotriendis e esqualeno,
. = o Wall, 2010.
compostos que auxiliam na atividade antioxidante,
. anticancerigena e na reducgéo de colesterol no sangue.
Macadamia
integrifolia
Mamona Os resultados do estudo corroboram a ideia dessa

Riccinus communis

espécie ser utilizada como uma fonte de antioxidante
natural e larvicida. Alguns compostos fendlicos foram
identificados como: acido gentisico, catequina, rutina e
4cido vanilico.

Wafa et al,
2014.

Milho Uma variedade pigmentada da espécie (milho roxo)
apresentou-se como fonte de antocianinas, Ramos-
N flavonoides de grande relevancia industrial, devido a Escudero et al
\» sua possivel utilizagdo como corantes alimentares 2012 N
A —_— naturais e especialmente como agentes antioxidantes '
Zea mays e anti-inflamatorios.
Noz

¢ Ve

Juglans regia

Nozes indianas revelaram potente atividade
antiproliferativa contra vérias linhagens de células de
cancer humano e alta atividade antioxidante.

Negi et al,
2011.

Fonte: AUTORA, 2016.
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Tabela 1. Frutas oleaginosas com atividade bioldgica, incluindo antioxidante (continuagéo).

Pinhdo Manso Os resultados revelaram alto teor de compostos
fendlicos e os extratos obtidos com diferentes
solventes polares (dgua, etanol e acetato de etila)

exibiram bioatividade relativamente forte. Fuetal., 2014.

Jatropha curcas

Pistache A analise quimica mostrou niveis elevados de
compostos fendlicos, sendo antocianinas as mais
abundantes, além de possuir boas propriedades | Martorana et

-"f}‘\ Z antioxidantes. Os autores sugerem que o extrato pode | al., 2013.
ser empregado como ingrediente fotoprotetor em
Pistacia vera cosmeéticos e formulagdes farmacéuticas.
Soja Semente com alto teor de polifendis, sendo a

isoflavona genisteina, encontrada mais
abundantemente. A presenca de tais compostos esta

. associada aos efeitos farmacol6gicos e nutritivos
Glycinemax dessa semente, disponivel em larga escala.

Mujic et al,
2011.

Fonte: AUTORA, 2016.

Sendo assim, a procura por antioxidantes naturais, incluindo sementes
oleaginosas como o0 girassol, tem evoluido devido a preocupacao pelo efeitos
adversos causados por antioxidantes sintéticos, como é o caso do 2,3-terc-butil-4-
hidroxianisol (BHA) e o 2,6-diterc-butil-p-creso (BHT), presentes em cosméticos e
alimentos que, segundo Ito e colaboradores (1985), podem apresentar
carcinogenicidade (JUNTACHOTE at al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009).

1.3 Girassol

O girassol (Helianthus annuus) é uma planta nativa da América do Norte e
Central, pertencente a familia Asteraceae. Seu cultivo no Brasil iniciou-se no século
XIX, na regido Sul, provavelmente trazida por colonizadores europeus, que
consumiam as sementes torradas e fabricavam uma espécie de cha matinal (ZHAO
et al., 2011). Somente a partir de 1988 essa sultura tornou-se importante no pais
passando a ser cultivada também em estados no centro-oeste do pais, como o Mato
Grosso do Sul, por apresentar maior tolerancia a seca (DALL"AGNOL et al., 2005).

O ciclo vegetativo desta planta possui de 90 a 130 dias, fator que varia com
o tipo de cultivar, a data de semeadura ou as condi¢cdes ambientais caracteristicas
de cada regido e ano. Existem cerca de 49 cultivares de girassol registrados, dentre
esses 12 apresentam ciclo de vida anual e 37 perene (CASTRO et al., 1996). A
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planta apresenta, ainda duas fases de desenvolvimento, a vegetativa e a
reprodutiva. O periodo vegetativo inicia com o aparecimento plantulas e é finalizado
com o inicio do aparecimento da inflorescéncia. A etapa reprodutiva comeca com o
aparecimento da inflorescéncia e termina com a maturacdo da planta, quando se

observa o desenvolvimento de novas sementes (CASTRO e FARIAS, 2005).

Com a busca continua por melhoria no padrdo de vida, o girassol tem se
tornado cada vez mais importante na producdo de Oleo, especialmente em
condicbes de soja transgénica controlada (HOSSEINI et al., 2002). O fruto do
girassol, também chamado de aquénio, € constituido pelo pericarpo (casca da
semente) e pela propria semente (améndoa). Dentre 0s usos e potencialidades da
semente, destaca-se a utilizacdo do seu 6leo com elevado potencial nutritivo, uma
alternativa para a producdo de biocombustivel e ainda, largamente utilizada na

alimentacao de passaros.

Seu fruto apresenta uma rica composi¢cdo de vitaminas, incluindo tiamina,
riboflavina e biotina, todas do complexo B, além de ser rica em vitaminas E e A. A
presenca de sesquiterpenos, como guaianolideos, heliangolideos e diterpenos
(Figura 3), também agrega alto valor para a oleaginosa, principalmente pela atuacao
desses compostos como agentes de defesa contra pragas, além de apresentarem
propriedades farmacéuticas. Aminoacidos e carboidratos também estdo presentes
nas sementes, assim como uma rica composi¢cdo mineral, constiuida principalmente
por célcio, fésforo, ferro, sédio e potassio, além dos &cidos fendlicos. Dentre eles, o
acido clorogénico é encontrado em maior quantidade nas sementes, acompanhado
do &cido caféico, acido ferdlico, entre outros (MACIAS et al., 2006; ZHAO et al.,
2011).

Essa composicao quimica varia amplamente com o local de producdo, clima,
e fertilizantes. Mesmo se adaptando bem a diversos ambientes o girassol pode
tolerar temperaturas baixas e estresse hidrico, sendo a oleaginosa com maior

resisténcia a seca, ao frio e ao calor (PELEGRINI, 1985).
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Figura 3. Compostos presentes na semente de girassol (Helianthus annuus L.), onde (1) tiamina, (2)
riboflavina, (3) a-tocoferol e (4) guaianolideo.
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Fonte: AUTORA, 2016.

Em relatério divulgado pela Companhia Nacional de Abastecimento -
CONAB (2011), o girassol ocupa a quarta posicdo de maior safra de oleaginosas do
mundo e a quinta em area cultivada (1° soja, 2° algodao, 3° amendoim). De acordo
com o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2016), a Ucrania
ocupa a posicdo de maior produtora de graos de girassol, acompanhada da Russia.
Alguns paises da Unido Europeia, Argentina e Turquia também tém se destacado
tanto em producdo, como no consumo dessa oleaginosa. O Brasil € um produtor
pouco expressivo de girassol, tendo contribuido com apenas 0,5% da producdo
mundial, aproximadamente, porém mesmo nao participando do ranking de cultivo, a

producdo nacional cresceu 317% nos ultimos cinco anos (USDA, 2016).

1.4 Compostos fendlicos

Os flavonoides sdo uma classe de compostos que se apresentam numa
enorme gama de compostos naturais. Sao considerados os compostos fendlicos
naturais mais importantes. Flavonoides sdo antioxidantes e apresentam,
adicionalmente, atividade antiinflamatdria, anti-viral, anti-alérgica, anti-cancerigena e
anti-envelhecimento (KUBOLA et al., 2011).
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O termo “flavonoide” é atribuido a um grupo extenso de metabolitos de
planta, que em sua grande maioria, derivam da rota biossintética do acido
chiguimico. Em sua estrutura apresentam um nucleo geral C6-cicloalquila C3-C6,
gue é representado pelas trés unidades A, B e C (Figura 4). As unidades A e C sdo
aneis aromaticos, de natureza fendlica, ao passo que a unidade B é um anel
aromatico que apresenta um oxigénio heterociclico, uma benzo-y-pirona (GIL e
COUTO, 2013).

Os flavonoides podem ser classificados em flavonas, flavanonas, flavondis,
flavanodis (catequinas), diidroflavondis, isoflavonas e antocianinas (Tabela 2). As
diferencas estruturais que identificam cada grupo advém de variacdes na posicéo e
no namero de grupos hidroxila presentes na estrutura, bem como sua natureza e
ainda a quantidade de alquilacbes e/ou glicosilagdes existentes (GIL e COUTO,
2013).

Figura 4. Estrutura quimica basica do flavonoide.

Fonte: OROIAN e ESCRICHE, 2015.

Esses compostos estabilizam os radicais livres por meio da doagédo de
hidrogénio, ou ainda, os mais especificos possuem a propriedade de atuar na
quelacado de cations metéalicos como o ferro(ll) e o cobre(l) e com isso anular um dos
fatores que geram os radicais hidroxila. Quando se refere a atividade in vitro de um
flavonoide, deve-se atentar para o arranjo de seus grupos funcionais sobre a
estrutura de seu nucleo. A configuragdo e a quantidade de grupamentos hidroxila
sao os fatores que influenciam de forma preponderante no mecanismo da atividade
antioxidante de um flavonoide (PROCHAZKOVA et al., 2011).



Tabela 2. Classe, estrutura quimica e fontes de flavonoides.
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CLASSE ESTRUTURA NOME FONTE
OH no C-3, sem Epicatequina
dupla ligacéo o O c .Calltequma_ Cha verde,
Flavanéis entre pigalocatequina preto, uvas e vinho
C-2eCs3, Galato de ' tinto
sem C=0 no OH Epicatequina
C-4
C=0OnoC+4 O
sem dupla 0 Nariginina Cascas e frutas
Flavanona U a . o
ligagdo entre Taxofolina citricas
C-2ecC-3
o]
oSiHagzis e Campferol Brécolis, chéa preto,
. P _9 Quercetina cebola, alface,
Flavonois C=0Ona i .
e Rutina maca, cerejas,
posicao 4 do S . ;
Miricetina uvas, vinho tinto
anel C
_ Cricina Cascas de fruta,
C=0na S )
Flavonas o Apigenina aipo, salsa
posicéo 4
OH no C-3, com - Uvas roxas, vinho
. Malvidina .
ligacGes duplas R tinto, morangos,
L . 0 Cianidina !
Antocianidinas conjugadas, S S cerejas, frutas e
gl Apigenidina
sem C=0 no P cascas de frutas
C-4 OH coloridas

Fonte: THOMAZ, 2014.

1.5 Composi¢édo mineral de oleaginosas

As sementes oleaginosas, incluindo o girassol, possuem em sua composi¢cao

minerais tais como magnésio, selénio, zinco, manganés entre outros,

proporcionando assim, diversos efeitos benéficos a satde (CARDOZO e MAFRA,
2015). As sementes de girassol apresentam em sua composi¢cao cerca de 4% de
minerais, sendo: 120 mg de célcio; 837 mg de fosforo; 7,1 mg de ferro; 30 mg de
sédio e 920 mg de potassio (composicdo mineral média (mg/100 g)) (BRIGANTE,
2013).
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Chaves e colaboradores (2010) determinaram a presenca de metais por
espectrometria de massa por plasma acoplado indutivamente (ICP-
MS) e espectrometria de emissédo oOptica com plasma (ICP- OES) em sementes de
sete plantas diferentes: caroco de algodéao, girassol, mamona, nabo forrageiro, feijao
manso, soja e tungue. Nesse estudo observou-se que, dos quatro principais
elementos estudados, K era o mais concentrado, seguido de P, Mg e Ca para a
maioria das sementes. Entre os elementos determinados pelo ICP-MS, Fe, Zn, Na,

Al e Mn mostraram concentragdes mais elevadas.

A presenca de minerais ha composi¢cdo de 0Oleos vegetais esta relacionada
com varios fatores tais como, caracteristica do vegetal, composicdo quimica do solo,
agua de irrigacao, fertilizantes e pesticidas que sao utilizados durante o cultivo da
espécie ou que sdo adicionados durante o processo de extracdo, armazenamento e
transporte. A presenca de metais (Na, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn e Mn) em dleos
comestiveis, quando em quantidades adequadas, sdo essenciais, visto que podem

atuar de forma benéfica no organismo (MENDIL et al., 2009).

As sementes de girassol sdo excelentes fontes de selénio e zinco (JAFARI
et al, 2011). Esses minerais sdo essenciais, pois possuem forte potencial
antioxidante, visto que sdo fundamentais para a atividade de algumas enzimas
antioxidantes (MUHAMMAD et al., 2012).

O selénio € um mineral que apresenta capacidade antioxidante, devido a sua
capacidade em aumentar a atividade da enzima GPx. Atua no organismo por meio
de sua incorporacdo a proteinas (selenoproteinas). Existem cerca de 25
selenoproteinas conhecidos no organismo humano, dentre elas, destacam-se a
glutationa peroxidase, tioredoxina redutase, iodotironina deiodinase, e
selenoproteinas P, W, e R. A GPx representa 10-30% do selénio no plasma, e a

selenoproteina P representa mais de 50% (FRITZ et al., 2011).

Atualmente, o interesse em estudar a participacdo do zinco na defesa
antioxidante plasmética tem crescido. Este metal é responsavel pela inibicdo da
NADPH-oxidase que esta associada com a producdo de EROs. E considerado um
cofator da SOD. Além disso, esta associado de forma direta na neutralizacdo do
radical hidroxila e induz a producdo de metalotioninas, substancias que também

contribuem para remocao do radical hidroxila (CATANIA et al., 2009).
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Nisar e colaboradores (2011) determinaram a composicdo mineral de 16
cultivares de girassol, destes oito eram de populacdo polinizada aberta (PPA),
guando ocorre transferéncia dos graos do polén possibilitando a fecundacédo e
desenvolviento do fruto e das sementes, e oito de populacdo hibrida (PH), derivadas
do cruzamento genético entre duas espécies vegetais, utilizando um espectrémetro
de absorcéo atdmica, que indicou que o percentual de Zn?* foi de 8,54 e 9,35%:; de
Cu?* de 0,5 e 0,02%; de Mn** de 3,48 e 9,72%; de Co** de 18,67 e 16,81%; Mg*"
de 68,27 e 83,53%:; Fe*" de 4,32 e 4,35% para HP e OPP, respectivamente.

1.6 Métodos analiticos para determinacdo da capacidade antioxidante

Atualmente o interesse em desenvolver novos métodos analiticos para
determinacdo da capacidade antioxidante ou métodos de quantificacdo de
antioxidantes presentes em alimentos como frutas, legumes, bebidas e outros, tem
crescido, devido a importancia comercial e farmacoldgica dos antioxidantes. Além
disso também ha uma busca por metodologias mais simples e de baixo custo
(PALANISAMY et al, 2011) e que sejam universais.

Devido a grande variedade de ensaios antioxidantes, ha exigéncia quanto a

comparacao fidedigna dos resultados obtidos, a partir destes ensaios.

E relevante apontar a relacdo existente entre a atividade antioxidante e a
cinética da reacao, que € geralmente expressa pela taxa de reacdo de eliminacéo ou
ainda a porcentagem por unidade de tempo, enquanto que a capacidade
antioxidante se relaciona com a eficiéncia da conversédo termodinamica de espécies
reativas por espécies antioxidantes. Por isso, deve-se tomar um relativo cuidado
guanto a estes dois termos, atividade e capacidade, que por vezes sd0 expressos
como sinénimos (OZYUREK et al., 2011).

1.6.1 Capacidade antioxidante frente ao radical DPPH*®

O ensaio do DPPH*® tem como objetivo avaliar o potencial de captura de
radicais livres por uma molécula antioxidante. Este € um método colorimétrico, com
comportamento cinético e de facil avaliacdo da capacidade antioxidante. Mesmo

sendo pequenas as semelhancas existentes entre o radical DPPH® e os radicais de
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origem biologica, como o peroxila, 0 método é muito Util e quase universal, utilizado
na medida do teor antioxidante de graos, farelo de trigo, legumes, ervas, em 0leos
de sementes comestiveis e farinhas, realizado em diferentes solventes, incluindo

etanol, metanol e agua + alcool (diferentes proporcées) (MISHRA et al., 2012).

O principio do método consiste na reducdo do radical, que por sua vez deve
estar em um meio onde haja um doador de hidrogénio (Figura 5). O radical em
guestao, quando em solucéo, tem coloracdo purpura, com absorvancia maxima em
517 nm, coloracdo essa que sera atenuada devido a acdo do antioxidante, uma vez
gque o0s antioxidantes tém a propriedade de converter os radicais livres em
compostos reduzidos, com diferentes cores, no presente caso, em coloracéo
amarela. Com isso, conclui-se que quanto mais rapido for o decaimento da

absorvancia, mais ativo sera o antioxidante (BARROSO et al., 2011).

Figura 5. Reac¢éo de reducgéo do radical DPPHe por um antioxidante genérico RH.

| )
[+ + RH e NH + R
0,N NO, O,N NO,
NO, NO,

Fonte: Adaptado de FERREIRA, 2013.

Apesar de ser um método classico e largamente utilizado na determinacao
da atividade antioxidante, o ensaio do DPPH®, apresenta algumas limitacdes. Apesar
de ser um ensaio simples, o radical ndo apresenta semelhanca com os radicais
presentes no sistema bioldgico, sendo esses mais reativos (HUANG et al.,
2005; PRIOR et al., 2005). Outra limitacdo consiste na falta de padronizagdo do
ensaio, desde a primeira aplicacao até os dias atuais, 0 método sofreu modificacdes
e, consequentemente, diferentes protocolos tém sido utilizados, acarretando em
diferentes maneiras de interpretar e determinar a capacidade antioxidante de uma
determinada substancia (PEREZ-JIMENEZ et al., 2008).
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1.6.2 Conteudo total de fend6is - Método de Folin-Ciocalteu

Os compostos fendlicos sdo considerados uns dos mais importantes,
guando comparados com outros fitoquimicos, com atividade antioxidante. O termo
refere-se a uma grande variedade de compostos (mais de 8000) encontrados em
todo reino vegetal, com pelo menos, um anel aromatico ligado a um ou mais grupos
hidroxila, produzidos em plantas como metabolitos secundarios através da via do
acido chiguimico (CARTEA et al., 2011).

Diversas técnicas podem ser utilizadas na quantificacdo espectrofotométrica

de compostos fendlicos, porém, o ensaio Folin-Ciocalteu € o mais utilizado.

O reagente Folin-Ciocalteu € constituido pela mistura dos acidos
fosfomolibdico e fosfotliingstico, onde o molibdénio e o tungsténio estdo no estado
de oxidacdo 6", porém na presenca de agentes redutores, neste caso, 0S COmpostos
fendlicos, ocorre a formacdo do molibdénio azul e tungsténio azul, que apresentam
estado de oxidacdo entre 5 e 6, apresentando uma coloracdo que permite a
determinacao da concentragéo das substancias redutoras, que ndo necessariamente
sdo de natureza fendlica, revelando uma das limitacbes do método (Figura 6)
(KLAJN et al., 2012). Estudos comprovam que o reagente de Folin-Ciocalteu
também reage com outras moléculas, tais como proteinas, carboidratos,
aminoacidos, nucleotideos, tidis, acidos graxos insaturados, vitaminas, aminas,
aldeidos e cetonas (EVERETTE et al., 2010).

A determinacdo dos compostos fendlicos totais em alimentos apresenta
certa complexidade devido a diversos fatores, tais como a ampla variedade de
compostos fendlicos, a complexidade quimica da matriz, a presenca de interferentes
e a dificuldade de extracdo desses interferentes na matriz. Ainda ndo € possivel
determinar a concentracdo exata de compostos fendlicos, assim, € realizada uma
estimativa da concentragdo total de compostos fendlicos. (ARCHELA e
DALL'’ANTONIA, 2013).
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Figura 6. Reacgédo do acido galico em presenca do molibdato (VI), componente do reagente de Folin-
Ciocaulteu.

"O0H COO0-

Na,£0;

F2Mo(Vl) —— - +2Mo(Vy+2 H'

H( OH H

=

OH o OH

OH OH o

Fonte: Adaptado de SINGLETON et al., 1999.

1.6.3 Conteudo total de flavonas e flavonois

Existem muitas técnicas que podem ser aplicadas na andlise de flavonoides
em vegetais, entre elas, destaca-se a espectrofotometria de absorcéo na regiao do
ultravioleta-visivel (UV-Vis), técnica essa que possui um relativo destaque devido a
sua praticidade, rapidez, baixo custo de operacdo e facil disponibilidade em
laboratérios de controle de qualidade (ALVES et al., 2010; KOMAROVA et al., 2009).

Mesmo diante de tantos indicativos positivos, a pouca seletividade tem sido
uma das limitacbes desta técnica, especialmente em analises de matrizes
complexas, como por exemplo, em extratos vegetais, visto que a espectrofotometria
direta pode levar a sobreposicdo das bandas, impedindo assim a absor¢cdo do
componente do qual se tem interesse. Devido a isto, algumas modificacdes vém
sendo empregadas, o método colorimétrico com o cloreto de aluminio (AICIl3) tem
mostrado relativa eficiéncia na obtencdo dos espectros dos flavonoides, sem que
haja a interferéncia de outros compostos fendlicos (Figura 7). A adicao do cloreto de

1** e as

aluminio a amostra leva a formacéo de complexos estaveis entre os cations A
hidroxilas livres presentes nos flavonoides, gerando assim uma extensdo do sistema
conjugado e, consequentemente, um desvio batocrdmico, que nada mais € do que
um deslocamento dos seus maximos de absor¢cdo para regides de maior

comprimento de onda (MARQUES et al., 2012).
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Figura 7. Complexacéo do fIavon0|de guercetina com cloreto de aluminio (AICIl3) formando o
complexo estavel flavonoide-Al**

Cl

\
~Cl

Fonte: MABRY et al., 1970.

1.6.4 Capacidade antioxidante pelo método de reducdo de ferro -
FRAP

O método FRAP mede a habilidade de um antioxidante em reduzir o
complexo amarelo [Fe*-(TPTZ),]** (complexo férrico 2,4,6-tripiridil-s-triazina) ao
complexo azul [Fe*-(TPTZ),]**, em meio acido, em uma medida espetrofotométrica
em 593 nm. O ensaio é considerado simples, rapido e robusto, podendo ser aplicado
com o auxilio de métodos manuais, semiautomaticos ou automaticos (ALAM et al.,

2013), conforme a reacao descrita na Figura 8.

Figura 8. Reagé&o de redugdo do complexo TPTZ (Fe (lIl)/Fe(ll)).
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Fonte: Adaptado de HUANG et al., 2005.

Uma das limitacGes desta técnica consiste na necessidade de um sistema

aquoso, além de ndo ser aplicavel a compostos que atuam por meio da doacao de
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atomos de hidrogénio, apenas avalia a capacidade da amostra em reduzir ions
férricos (KOLEVA et al., 2002).

1.6.5 Avaliagcado dainibicdo da peroxidagdao lipidica

Técnicas fluorimétricas sédo frequentemente utilizadas na medida da
lipoperoxidacdo. O método fundamenta-se no decaimento da fluorescéncia emitida
por uma sonda acoplada ao lipossomo (Figura 9) (KAROLIN et al., 1994), através do
ataque de uma espécie reativa (MACDONALD et al., 2007).

Figura 9. Sonda fluorescente C11-BODIPY ancorada a um lipossomo.

Fonte: FERREIRA, 2013.

O AAPH (2,2-azobis(2-metilpropionamidina)) é um composto azo
extensivamente usado como gerador de radicais livres a 37 °C, pois sofre termdlise,
produzindo nitrogénio molecular e radicais alquila, que podem se combinar para
formar produtos estaveis ou reagir com oxigénio molecular formando os radicais
peroxila (FERREIRA, 2013; ZULUETA et al., 2009).

A reacdo de termolise do AAPH durante o método de peroxidacéo lipidica
esta representada na Figura 10. Por meio desta reacdo € possivel mensurar a

capacidade de amostras em inibir a peroxidacéo lipidica, frente ao radical peroxila.
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Figura 10. Reagao de geracao de radicais durante o ensaio de peroxidacao lipidica.
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Fonte: Adaptado de ZULUETA et al., 2009; FERREIRA, 2013.

O método consiste na simulacdo do dano oxidativo causado em membranas
lipidicas, através da utilizacdo de lipossomas de fosfatidilcolina de soja simulando
uma membrana celular, levando a peroxidacdo lipidica. Esse dano, causado por
radicais peroxila, € monitorado pelo decaimento de fluorescéncia da C11-
BODIPY®®%°1 uma sonda fluorescente que fornece informacdes sobre a integridade
do mimético de membrana. A principal caracteristica desfavoravel do método se
relaciona a degradacdo da sonda sob iluminacdo (DRUMMEN et al.,, 2002;

MACDONALD et al., 2007).

1.7 Medidas eletroquimicas

Véarios métodos eletroquimicos estdo sendo desenvolvidos com a finalidade
de avaliar capacidade antioxidante, devido a rapidez, simplicidade e sensibilidade,
na analise de compostos bioativos associados com a eliminacdo de radicais, assim
como a prépria atividade antioxidante. Outro ponto positivo € o baixo custo do ensaio
e a facil preparacdo da amostra a ser analisada. A relagdo do comportamento

eletroquimico do composto e sua atividade antioxidante se mostra de grande
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importancia, visto que quanto mais baixo for o potencial de oxidacdo do composto,
maior sera seu poder antioxidante (SOCHOR et al., 2013).

Os ensaios eletroquimicos possuem grande potencial, pois apresentam uma
alta capacidade de caracterizacdo de antioxidantes a partir de fontes naturais, por
fornecer parametros fisico-quimicos, que por sua vez séo Uteis para fornecer ndo
somente o potencial redox, mas também o numero de elétrons envolvidos, a
influéncia causada pelos valores de pH do meio, a cinética de reacdo entre
espécies, em fase homogénea ou heterogénea e outras informacdes. Ha
desvantagens, pois varios antioxidantes apresentam a mesma faixa de potencial e o
método, quando comparado a técnicas hifenadas, como cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas e mesmo CLAE, ndo apresenta o potencial de
distincédo estrutural (TEXEIRA et al., 2013).

Dentre as técnicas eletroquimicas mais difundidas pode-se ressaltar a
voltametria ciclica (VC) e a voltametria de pulso diferencial (VPD), a coulometria,

bem como outras técnicas acopladas (BORGES et al., 2011).

O método de voltametria ciclica se destaca por ser de baixo custo, rapido e
bastante sensivel a determinacdo de antioxidantes. Neste método, assim como em
outras analises eletroquimicas, se utilizam trés eletrodos: o eletrodo de trabalho, o
eletrodo de referéncia e o eletrodo auxiliar. H4 alguns parametros Gteis: o potencial
de pico anddico (Epa), a corrente de pico anddica (lpa), que pode ser correlacionada
com a concentragdo do antioxidante (OROIAN e ESCRICHE, 2015). O
voltamograma ciclico € comumente utilizado na andlise de alimentos e produtos
vegetais, tal método é capaz de determinar a capacidade antioxidante total do
composto (SOCHOR et al., 2013).

A voltametria de pulso diferencial consiste num pulso de amplitude fixo
sobreposto a uma rampa de potencial crescente que é aplicada ao eletrodo, sendo
realizada por duas vezes a medida da corrente, uma anterior a aplicacdo do pulso
(S1) e outra ao fim do pulso (S2). Dai entdo realiza-se uma subtracdo entre a
segunda e a primeira corrente, para que entdo seja plotado um grafico da diferenca

das correntes versus o potencial aplicado. Assim sendo, o voltamograma €

constituido de picos de corrente de forma gaussiana, onde a area de cada pico é
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diretamente proporcional a concentracdo do material analisado (SOCHOR et al.,
2013).

A voltametria de pulso diferencial esta sendo testada na deteccdo de
antioxidantes polifenélicos naturais em amostras biolégicas e matrizes que
apresentam diversas classes fendlicas. A aplicacdo desse método utilizando o
eletrodo serigrafado, pode ser vista como um método de triagem rapida na analise
de polifendis em extratos naturais. Dentre 0s compostos puros que podem ser
analisados por tal método temos: acidos fendlicos, flavonas, flavondis, catequinas e
taninos (SOCHOR et al., 2013).

1.8 Atividade antiglicante

Acucares redutores, como glicose e frutose, produtos de oxidac&o de lipidios
e aminoacidos podem reagir ndo enzimaticamente com grupamento amino de
aminoécidos, peptideos ou proteinas formando a base de Schiff e os produtos de
Amadori, que representam a etapa inicial e reversivel da reacdo de Maillard, uma
série de reacdes que levam a formacdo dos chamados produtos de glicacédo
avancada (AGEs) e de lipoxidagéo (ALEs) (Figura 11). Em seu estagio intermediario,
a reacdo gera intermediarios carbonilicos reativos capazes de atacar outros grupos
amino, levando finalmente a formacao dos chamados produtos da glicacdo (AGES)
ou da lipoxidacdo (ALEs) avancadas. In vivo, o processo inflamatorio também
promove a formacdo de AGES/ALEs por meio da oxidacdo de aminoacidos mediada
pelas enzimas NADPH oxidase e mieloperoxidase (BARBOSA et al., 2016;
YAMAGISHI et al., 2010).

A base de Schiff, através de oxidacdo e geracdo de radicais, forma
compostos carbonilicos reativos, como o glioxial e o metilglioxal, espécies altamente
reativas e conferem aroma e cor aos alimentos. Esses produtos reagem com
residuos de proteinas, como lisina, arginina e cisteina, passando por uma ampla
faixa de reacdes como desidratacdo, condesacdo, fragmentacdo, oxidacdo e
ciclisagdo para também formar AGEs e ALEs, gerando um quadro de estresse
carbonilico (BARBOSA et al., 2016).
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Figura 11. Principais etapas da reacao de Maillard envolvendo aglcares redutores.
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Fonte: Adaptado de BARBOSA et al., 2016.

Os AGEs sdo um grupo heterogéneo de compostos, incluindo adutos
proteicos e produtos de ligacdo cruzada, capazes de modificar as propriedades
quimicas e funcionais de estruturas biolGgicas, através da geracdo de radicais, da
formagcdo de ligacBes cruzadas com proteinas e de interagbes com receptores
celulares, como o receptor nuclear kB (NF-kB), que induz a expressdao de
mediadores inflamatorios e elicita o estresse oxidativo. As evidéncias do seu
envolvimento em fisiopatologia de doencas cronico-degenerativas tém estimulado a
investigacdo desses compostos (STERN et al., 2002; BARBOSA et al., 2008).

Os AGEs/ALEs podem ser adquiridos ainda através da dieta, considerada a
principal fonte exdgena, porém ainda existem estudos crescente quanto ao
mecanismo de absorcao e biodisponibilidade dos AGES/ALEs dietéticos (URIBARRI
et al., 2010).

Algumas substancias demonstram efeitos anti-AGE, como é caso do acido
clorogénico que, segundo Kim e colaboradores (2011) inibiu a formacédo de AGEs
com um valor de IC50 de 148,32 yM em um ensaio in vitro para a glicacdo de
albumina de soro bovino (BSA) por glicose. Outros compostos fendlicos, vitaminas C
e E e tiamina também apresentam essa propriedade (REDDY e BEYAZ, 2006).
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Avaliar e comparar extratos das sementes e cascas de girassol, de diferentes
cultivares, quanto a sua capacidade antioxidante, seu perfil quimico e respectivas

composi¢des minerais.
2.2 Objetivos Especificos

v' Obter extratos metandlicos das sementes e cascas de girassol;

v' Avaliar capacidade antioxidante dos extratos frente ao radical DPPH* (atividade
sequestradora de radicais) e frente aos ions ferro Il (método FRAP), bem como
seu conteldo total de fenois (CTF), contetdo total de flavonas e flavondis
(CTFLA) e inibicdo da peroxidacéo lipidica;

v' Avaliar a atividade antiglicante dos extratos;

v' ldentificar o perfil quimico, em termos de compostos fendlicos dos extratos
metandlicos por CLAE;

v Realizar estudo eletroquimico dos extratos vegetais;

<\

Determinar a composi¢ao mineral dos extratos vegetais.

v Correlacionar os dados obtidos.
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3 EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e equipamentos utilizados

Para o presente trabalho foram utilizados os seguintes reagentes e solventes:
reagente de Folin-Ciocaulteu (Sigma), acido galico (Vetec Quimica Fina Ltda -
Brasil), radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila - DPPH* (Fluka - Brasil), 2,4,6-tris(2-piridil)-
s-triazina-TPTZ (Sigma), acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico -
Trolox®, sonda Bodipy C11%%¥°°! (acido 4,4-difluoro-5-(4-fenil-1,3-butadienil)-4-bora-
3a,4a-diaza-s-indaceno-3-undecandico) (Molecular Probes), L-a-fosfatildilcolina
(lecitina de soja), AAPH (2,2’-azobis(2-metilpropionamidina)) (Sigma), albumina do
soro bovino (BSA) (Sigma), acido clorogénico (Sigma), acido caféico (Sigma), rutina
(Sigma), acido p—cumarico (Sigma), cloreto férrico hexa-hidratado, acetato de sédio
tri-hidratado, &cido acético glacial, acido cloridrico 37%, cloreto de aluminio,
carbonato de sdédio, hidroxido de amoénio, fosfato de sdédio monobasico, fosfato de
sédio dibasico. Solucbes de referéncia de P, S, Cl, K, Ca, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn e Sr, a
1000 mg L™ de maior grau de pureza analitica (ICP Standart, Merck Certipur®) e
demais reagentes de grau analitico. Todas as solucdes foram preparadas em agua

ultrapura (18 MQ cm) de um sistema de purificacao Milli-Q, da Millipore Inc.

A Tabela 3 lista os equipamentos utilizados.

Tabela 3. Equipamentos utilizados durante os experimentos.

Equipamento

Marca

Espectrofotbmetro UV-vis
Espectrofluorimetro
Rotaevaporador

Ultrassom

Agitador de solugdes (vortex)
Balanca analitica (0,01 mg/0,1 mg)
Nanotrac-Zetatrac

Aquecedor

pH metro (0,001 pH e 0,1 mV)
Moinho de facas

CLAE-PDA

Banho de agua termostatizada

Potenciostato/Galvanostato PGSTAT

Agilent 8453

Shimadzu, Japan RF-5301PC
BUCHI R-210

Cristéfoli

Phoenex AP-56

Mettler Toledo AG 245
NPA151-31A-0000-D30-10M
BiomiXer 78 HW-1

Quimis Aparelhos Cientificos LTDA
Modelo 6826-057/OSTER
Shimadzu

BUCHI, Heating bath B-491
Autolab® AUT73222

Fonte: AUTORA, 2016.
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O trabalho experimental foi realizado no laboratorio de Eletroquimica do
Instituto de Quimica e Biotecnologia (IQB) da Universidade Federal de Alagoas
(UFAL), exceto as analises de peroxidacao lipidica que foram realizadas na central
analitica do Instituto de Quimica e Biotecnologia da Universidade Federal de
Alagoas e a determinacdo da composicéo inorganica realizada no Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

3.2 Coleta das amostras

As sementes de girassol, variedade Embrapa 122-V2000, variedade BRS 324
e hibrido BRS 387, foram fornecidas pela Embrapa Soja, em setembro de 2015. As
amostras foram previamente armazenadas em local seco e arejado e, em seguida,
trituradas e homogeneizadas em moinho de facas. Foram utilizadas farinhas obtidas
do epicarpo do fruto (casca), da semente e do fruto completo (epicarpo + semente).

Na Tabela 4, séo listadas informagBes sobre as principais caracteristicas

dessas sementes.

Tabela 4. Caracteristicas botanicas e regides de adaptagdo dos cultivares.

PRINCIPAIS CARACTERISTICAS DOS CULTIVARES

Embrapa 122-V2000 BRS 324 BRS 387
Genética Variedade Variedade Hibrido simples
Teor de Oleo 40-44% 45-49% 42-44%
Cor do aquénio Preto com listras cinzas | Estriado escuro Branco com listras cinzas
Inicio do florescimento | 53 dias 52-60 dias 53-63 dias
Maturacgéo fisiologica | 85 dias 80-100 dias 83-101 dias

Regibes de adaptacdo

Fonte: AUTORA, 2016.
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3.3 Preparacédo dos extratos metandlicos de girassol

O processo de extracao foi realizado segundo De Leornardis e colaboradores
(2005), com algumas modificagbes. Para cada extracdo, foram pesados 10 g das
farinhas, acondicionados em um cartucho de papel-filtro e desengorduradas com
hexano, utilizando o aparelho de Soxhlet, durante um periodo de 6 h. Em seguida
foram tratadas no mesmo extrator, com metanol (300 mL) e aquecimento na
temperatura de ebulicdo do metanol (64 - 66°C), durante 6 h. Apos resfriamento, os
extratos foram concentrados em rota-evaporador, obtendo-se um total de 9 extratos
qgue foram codificados conforme listado na Tabela 5 e armazenados sob refrigeracéo

em frascos de vidro ambar, para testes posteriores.

Tabela 5. Cddigos de identificacdo dos extratos produzidos.

TIPO DE EXTRATO CODIFICACAO
Semente do hibrido BRS 387 S387
Pericarpo (casca) do hibrido BRS 387 C387
Fruto completo (casca + semente) do hibrido BRS 387 CS387
Semente da variedade BRS 324 S324
Pericarpo (casca) da variedade BRS 324 C324
Fruto completo (casca + semente) da variedade BRS 324 CS324
Semente da variedade Embrapa 122 S122
Pericarpo (casca) da variedade Embrapa 122 C122
Fruto completo (casca + semente) da variedade Embrapa 122 | CS122

Fonte: AUTORA, 2016.

3.4 Obtencédo do conteudo total de fendis e de flavonas e flavonois

A determinagdo do conteudo total de fendis foi realizada de acordo com o
método de Folin-Ciocaulteu (FC), descrito por Blainski e colaboradores (2013), com
modificacdes. Os extratos foram diluidos em metanol e adicionou-se aos tubos, 120
uL da solucdo amostra (25 pg mL™), 180 pL de agua, 300 pL do reagente de Folin-
Ciocaulteu e 2,4 mL de carbonato de sédio a 5% (m/v), totalizando um volume de 3
mL. Os tubos foram postos em banho-maria a 40 °C ao abrigo da luz, por um
periodo de 20 min. Em seguida, a mistura reacional foi colocada em uma cubeta de
quartzo (capacidade = 3 mL; caminho Optico = 1 cm) e medida a absorvancia a 760
nm, utilizando espectrofotémetro (UV-Vis modelo Agilent 8453). Os teores de fendis

totais (CTF) foram obtidos a partir de curva analitica, utilizando &cido galico como
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padréao e os resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido galico/g de
extrato seco (mg de EAG/g de extrato seco).

Para a determinacdo do conteudo total de flavonas e flavonais, utilizou-se o
método do cloreto de aluminio (AICl3), descrito por Maisarah e colaboradores (2013),
com algumas modificagbes. Foram adicionados 1,5 mL da solug¢ao do extrato (25 ng
mL™?) a 1,5 mL de solucdo metandlica de AICl; (2% m/v). Homogeneizou-se e
deixou-se reagir a temperatura ambiente ao abrigo da luz por 1 h. A absorvancia foi
medida a 420 nm. Os teores de flavonas e flavondis totais foram obtidos a partir de
curva analitica realizada com quercetina, e os resultados expressos em mg de

equivalentes de quercetina/g de extrato seco (mg de EQ/g de extrato seco).
3.5 Capacidade antioxidante frente ao radical DPPH*

A determinacdo da capacidade antioxidante dos extratos estudados foi
realizada de acordo com Karamac¢ e colaboradores (2012), com modificacbes. O
método consistiu na adicdo de 300 pL da solucédo do extrato (25 pg mL™* ) a 2,7 mL
da solucdo metandlica de DPPH® (40 pg mL™Y). A avaliacdo da capacidade
antioxidante foi feita, monitorando-se a reducéo do radical DPPH* (2,2-difenil-1-picril-
hidrazila), de coloracdo purpura, a DPPH-H (difenil-picril-hidrazina) de coloracao
amarela, por meio da medida do decréscimo da absorvancia a 516 nm
emespectrofotometro (UV-Vis modelo Agilent 8453). A atividade sequestradora do

radicais (ASR) foi calculada, usando a seguinte equacao para um tempo de 30 min:
%ASR= [(Abscontrole - Absamostra) /Abscontrole] X 100

Onde, Absconrole € @ absorvancia inicial da solucdo metanédlica de DPPH® e
Absamestra € @ absorvancia da mistura reacional (DPPH® + amostra). Foi determina

ainda a concentragdo necessaria para inibicdo do radical DPPH® em 50% (ICso)
3.6 Capacidade antioxidante redutora de ferro (FRAP)

A determinacdo da atividade antioxidante por meio da reducéo de ions ferro
(FRAP) foi realizada pelo método de Benzie e Strain (1996), com algumas
modificagdes. O método baseou-se na medida direta da habilidade dos antioxidantes

da amostra em reduzirem em meio acido (pH = 3,6), o complexo de Fe(ll)/TPTZ
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(2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina) [Fe(ll)(TPTZ),]**, para formar o complexo de
Fe(I[Fe(Il)(TPTZ),]**, de coloracéo azul, com absorcdo maxima em 595 nm.

O reagente FRAP foi preparado somente no momento da analise, através da
mistura de 25 mL de tampao acetato (300 mM, pH 3,6), 2,5 mL solucdo TPTZ (10
mM em HCI 40 mM) e 2,5 mL da solucao de FeCl3.6H,0 (20 mM). Adicionou-se 90
uL de cada solugdo dos extratos (25 pg mL™), em cada tubo de ensaio, acrescentou-
se 270 uL do solvente e misturou-se com 2,7 mL do reagente FRAP. Os tubos foram
homogeneizados em agitador de tubos (vortex, AP-56) e postos em banho-maria a
37°C por 30 min. Realizou-se entdo a medida da absorvancia a 595 nm em
espectrofotometro (UV-vis modelo Mutispec- 1501, Shimadzu, Japao). Utilizou-se
trolox para construcéo da curva analitica. Os resultados foram expressos em mg de

equivalentes de trolox(ET)/g de extrato seco.
3.7 Avaliacado dainibicdo da peroxidacao lipidica

O presente método foi realizado segundo Drummen e colaboradores (2002).
Lipossomas de fosfatidilcolina de soja (6-8% de insaturagfes) foram preparados,
com o intuito de simular uma membrana celular. Para o método, foi necessario o
preparo prévio de vesiculas unilamelares de fosfatidilcolina de soja. Para isto, foi
preparada uma solucéo de fosfatidilcolina de soja (1 mmol L™) em 10 mL de tampé&o
fosfato (50 mmol L™, pH 7,4). Para solubilizar o lipidio, levou-se ao banho ultrassom,
a 50 °C, por cerca de 30 min, agitando-se em vortex, a cada 10 min. Durante esta
etapa, ocorre a formacéo dos lipossomas multilamelares. Em seguida, foi montado
um sistema extrusor de membranas de 100 nm de diametro de poros (Avanti Polar
Lipids®) e a solugcdo contendo os lipossomas multilamelares foi passada por esse
sistema (15 vezes), obtendo-se assim os lipossomas unilamelares com 100 nm de
diametro (MACDONALD et al.,, 1991). Em seguida, foi realizada a incorporacdo
adicional de 1x10” mol L™ da solucéo da sonda fluorescente C11-BODIPY>8/5%
DMSO (DRUMMEN et al., 2002). O tamanho de particula foi confirmado por
Nanotrac-Zetatrac, modelo NPA151-31A-0000-D30-10M.

Apés o preparo das vesiculas, medidas de fluorescéncia foram realizadas a

em

37 °C, usando um espectrofluorimetro (Shimadzu, Japan RF-5301PC). Em uma
cubeta de quartzo de 1,0 mL, quantidades adequadas de suspensao de vesicula

unilamelar, em tampéo fosfato pH 7,4 e da amostra (25 ug mL™) ou Trolox (100 umol
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L™), como um controle positivo, foram misturados. A reac&o foi iniciada com a adicéo
de 100 uL de AAPH (100 mmol L™). O decaimento de fluorescéncia (Aexcitacao = 580
NM, Aemissao = 600 NM) foi monitorado continuamente durante 30 min. De acordo com
DRUMMEN et al. (2002), esta sonda fluorescente, através de seu monitoramento,

fornece informacgdes sobre a integridade da membrana utilizada.

3.8 Identificacdo dos compostos fendlicos por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE)

A identificacdo e quantificagdo dos compostos fendlicos foram realizadas por
CLAE. As condi¢cdes cromatograficas foram adaptadas a partir De Leonardis e
colaboradores (2005) e a identificacdo dos compostos fendlicos foi realizada por
comparacao com os tempos de retencéo de substancias-padrao

3.8.1 Condi¢bes cromatograficas

SISTEMA DE CLAE: Shimadzu (série VP, Quioto, Japao) com um controlador
de sistema (CBM-20A), bomba (VP LC-20AT), forno de coluna (CTO-20AC), coluna
C18 Shimadzu VP-ODS (250 Lx 4,6 mm), detector PDA (SPD-M20A) e software
(LC-solucéo).

FASE MOVEL A: a solucéo de acido acético 2% (v/v) foi preparada em agua
ultrapura (18 MQ) de um sistema de purificacdo Milli-Q da Millipore Inc. Em seguida,
a solucdo, em valor de pH 4,0, foi filtrada em um sistema de filtracdo a véacuo,
utilizando uma membrana de filtragdo PTFE modificada (diametro 47 mm e poro
0,45 pm, Millipore®).

FASE MOVEL B: metanol (grau CLAE).

As fases moveis foram utilizadas através de um sistema gradiente de elui¢do,
conforme a Tabela 6, com fluxo constante de 1,0 mL min, temperatura da coluna de
27°C, comprimento de onda fixo de 325 nm e injecao de 20 uL, com tempo total de
anélise de 45 min. Os extratos foram dissolvidos em metanol (4 mg mL™) e filtrados
com um membrana de nylon de 0,45 pm antes da injecdo no CLAE.

As solucbes-padrao estoque de &cido clorogénico, acido cafeico, rutina e
acido p-cumarico foram preparadas na concentracdo de 0,5 mg mL™* em metanol,
acondicionadas em recipiente, ao abrigo da luz e mantidas sob refrigeracéo, para

posteriores diluicdes e construgdo das curvas analiticas.
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Tabela 6. Gradiente utilizado nas analises por CLAE.

Tempo (min) Eluente A (%) Eluente B (%)
0 0 0
10 95 5
20 75 25
30 50 50
40 65 35
45 95 5

FONTE: AUTORA, 2016.

3.9 Estudos Eletroquimicos

Todos o0os experimentos eletroquimicos foram  realizados em
potenciostato/galvanostato da Autolab® Foi utilizada uma cela eletroquimica
composta por um sistema de trés eletrodos: um eletrodo de carbono vitreo (BAS,
diametro 1,6 mm) como eletrodo de trabalho; um fio de platina, como eletrodo
auxiliar e um eletrodo de Ag|AgCI|CI" (saturado), como eletrodo de referéncia (Figura
12). Experimentos voltamétricos foram realizados em tampéo fosfato pH 7,4 e 20%
de etanol. Para o estudo do perfil voltamétrico, os extratos foram solubilizados em
etanol (4 mg mL™ na cela eletroquimica) e o meio desaerado com nitrogénio, por
aproximadamente 10 min.

O eletrodo de carbono vitreo passou por uma limpeza mecéanica. Foi polido
com alumina (0,3 um) e lavado abundantemente com agua, antes de ser levado ao
ultrassom por 30 s em etanol. Apds o procedimento de limpeza, foi realizado o teste
com uma solucdo de ferricianeto-ferrocianeto de potassio, para verificar a area
eletroativa do eletrodo ja conhecida para sistema reversivel, sendo utilizado como
parametro para limpeza da area eletroativa do eletrodo. O estudo foi realizado

utilizando a técnica de voltametria ciclica com velocidade de 50 mV s™.

Figura 12. Representacédo esquematica de uma célula eletroquimica, constituida por trés eletrodos.

Fonte: ANDRADE, 2013.
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3.10 Determinagcdo da composicao inorganica

Para a determinacdo da composicao inorganica foi utilizado o método descrito
por Froes e colaboradores (2014) com algumas modificagdes. Para a digestdo das
amostras pesou-se cerca de 0,5 g da farinha das amostras em tubo apropriado para
o forno de microondas, foram adicionados 3,5 mL de HNO3 (14,0 mol L) , 3,5 mL de
H,O e 1,0 mL de H,O, (30% v/v), em seguida as amostras foram submetidas ao
programa de aquecimento mostrado na Tabela 7. As amostras foram digeridas em

triplicatas.

Tabela 7. Programa de aquecimento para o procedimento de digestdo assistida por radiacdo
microondas.

Etapa Tempo (min)  Poténcia (W)  Temperatura (°C)

1 6 750 90
2 4 750 90
3 8 1000 180
4 15 1000 180

FONTE: AUTORA, 2016.

As condicBes operacionais otimizadas para a Espectrometria de Emissao

Optica com Plasma Indutivamente Acoplado (ICP-OES) se encontram na Tabela 8.

Tabela 8. Parametros operacionais ICP-OES.

Parametros

Poténcia 1,4 Kw

Vazaq do~gas de 04—11L min®
nebulizacéo

Fluxo de amostra 1,0 mL min™
Fluxo de gas auxiliar 0,2 L min™

Diametro do tubo injector 2,0 nm

P (1=213,62), K (1=766,49), Ca
(11=396,85), Mn (11=257,61), Fe
(11=259,94), Ni (11=216,55), Cu
(1=327,39), Zn (1=213,86)

Linhas de emisséo (Anm)

FONTE: AUTORA, 2016.

Sendo (I) linha atémica e (llI) linha idnica.
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3.11 Determinacéo da atividade antiglicante

Este ensaio foi realizado de acordo com o método descrito por Beaulieu e
colaboradores (2009) e Melo e colaboradores (2015), com algumas modificagdes.
Inicialmente, preparou-se o meio de incubacdo constituido por BSA (1 mg mL™),
glicose (10 mg mL™) e frutose (10 mg mL™) em tamp&o fosfato de sédio (100 mM pH
7,4). Analisaram-se sete concentracdes diferentes de solucbes etandlicas dos
extratos secos (2,5-100 ug mL™) para determinacéo do ICso. Para determinar se os
extratos interferiam com a fluorescéncia, preparou-se uma amostra em branco
contendo glicose (100 mM) e frutose (100 mM) em tampéo fosfato 100 mM para
cada diluicdo. O controlo negativo era compostos por glicose (10 mg mL™), frutose
(10 mg mL™Y), BSA (1 mg mL™) em tamp&o fosfato 100 mM e um controle positivo
contendo aminoguanidina (0,78-50 ug mL™)).

As amostras foram incubadas no escuro a 37°C, com agitacdo constante
durante 7 dias e a formacdo de AGE foi quantificada, utilizando o
espectrofluorofotometro RF-5301PC (Shimadzu, Japao), a Aex = 355 € Aem = 440 nm.
As analises foram realizadas, em triplicata. A porcentagem de inibicdo (1%) na
formacéo de AGE foi calculada como se segue:

1% = (Fcontrole negativo = Fexperimento corrigido / Fcontrole negativo) *100,
onde Fcontrole negativo € @ fluorescéncia para o controle negativo e Fexperimento

corrigido € @ fluorescéncia experimental corrigida para os tratamentos experimentais.

3.12 Correlagéao linear de Pearson

Os resultados mostrados no presente trabalho correspondem a média de trés
repeticdes + desvio-padrdo da média ou porcentagem. O teste de correlacdo de
Pearson foi realizado para determinar as correlacdes entre as médias, os valores de
p<0,05 foram considerados significativos. A analise estatistica foi realizada utilizando
o programa SAEG 9.1 (System for Statistical Analysis, MG, Brazil). Todas as
andlises foram realizadas com o auxilio do programa Microsoft® Excel XP.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apoés extracbes em metanol, os rendimentos foram calculados e listados na
Tabela 9.

Tabela 9. Rendimento das extragdes metandlicas.

Extrato Rendimento (%)
S387 16,99
C387 15,77
CS387 14,37
S324 15,03
C324 12,36
CS324 20,35
S122 18,63
C122 16,76
CS122 17,20

Fonte: AUTORA, 2016.

E possivel perceber com os resultados da Tabela 9 que os rendimentos dos
extratos do pericarpo, da semente e do fruto completo do girassol foram proximos,
com maior percentual de extracdo para CS324. Os extratos foram submetidos a
todas as analises mencionadas no experimental. Segundo De Leonardis (2005), o
processo de desengorduramento das sementes de girassol ndo altera o conteudo de

proteinas e compostos fendlicos das mesmas.

4.1 Obtencao do conteudo total de fendis e de flavonas e flavonois

7

O método Folin Ciocalteu é bastante utilizado para a quantificacdo de
compostos fendlicos sendo simples e reprodutivel (HUANG et al., 2005). As curvas
analiticas obtidas para os métodos estdo descritas nas Figuras 13 e 14, onde y
corresponde aos valores de intensidade de absorbancia e x, as concentracées do

padréo utilizado.
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Figura 13. Curva analitica para o método CTF (4cido galico).
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Fonte: AUTORA, 2016.

Figura 14. Curva analitica para o método CTFLA (quercetina).
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Fonte: AUTORA, 2016.

O teor de fendis totais e de flavonas e flavondis para os extratos metanadlicos
estdo apresentados na Tabela 10. E possivel observar que os valores para CTFLA
variaram entre 13 e 47,7 mg de EQ/g de extrato seco, com exce¢ao dos extratos
S387 e C122, que apresentaram valores menores que 10 mg EQ/g de extrato seco.
Para os valores de CTF, observam-se valores entre 43,6 e 95,2 mg de EAG/g de
extrato seco. Para ambos os métodos, o extrato CS122, proveniente da farinha do

fruto completo (semente e pericarpo), apresentou os maiores valores.
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Tabela 10. Teor de flavonas e flavonois (CTFLA) e de fendlicos totais (CTF) dos extratos metandlicos
de girassol.

CTFLA (mg EQ/g CTF (mg de EAG/g

EXTRATOS de extrato seco) de extrato seco)
S387 9,1+0,1 76,3+0,3
C387 14,3+0,0 54,6 +0,2

CSs387 228+1,6 525+1,4
S324 24,0+0,0 652+1,6
C324 13,0+0,2 53,1+1,9

CS324 40921 43,6 +0,3
S122 21,7+1,9 57,5+1,7
C122 4,2+0,0 63,0+0,8

Cs122 47,7+0,2 95,2+0,7

Fonte: AUTORA, 2016.

Foi possivel observar, de modo geral, que em extratos obtidos do fruto
completo (CS) houve extracdo de um maior teor de flavonas e flavonois quando
comparados com seus respectivos extratos de semente e pericarpo. Esse mesmo
comportamento ndo é observado para o conteudo de fendis totais. Como esperado,
apesar dos padrdoes de comparacao diferentes (Q vs AG), observa-se que os valores
de CTF sédo sempre maiores do que os de CTFLA e CS324, apresenta valores mais
proximos, possivelmente indicativo de um maior percentual de flavonoides

constituintes.

Na Tabela 11, séo listados os valores de CTF e CTFLA determinados para

diferentes amostras de girassol, utilizando os métodos de FC e AICls.

De acordo com os estudos apresentados na Tabela 9, foi possivel observar
que o extrato etandlico da torta de Porto Alegre apresentou valor de CTFLA inferior
ao do presente trabalho (47,7 mg de EQ/g de extrato seco (CS122)). O extrato
metandlico da casca de girassol roxo do Canada (cultivar CM 160) apresentou CTF
proximo ao valores encontrados nesse trabalho (95,2 mg de EAG/g de extrato seco).
Esse tipo de cultivar com coloragéo diferenciada é largamente utilizado como planta
ornamental, com tamanho menor que a flor tradicional (CASTRO et al., 1996). Por
outro lado, extratos metandlicos da semente de girassol da Poldnia e do Paquistéo,
respectivamente, apresentaram valores de CTF superior, o que pode ser provocado
pela sazonalidade, visto que a composicdo quimica das sementes e cascas varia

amplamente com o local de producéo, clima, uso de fertilizantes e até mesmo com a
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posicdo da semente no capitulo, tornando-se um fator limitante do estudo (CASTRO
et al., 1996).

Tabela 11. Contetdo total de fendis e de flavonas e flavondis para girassol de diferentes regides.

CTFL (mg de EQ/g CTF (mg de EAG/g

Amostras Referéncias
de extrato seco de extrato seco)
Extrato metandlico da semente
_ 34,7+0,5 Fontoura,
(Rio Grande do Sul) 2010
Extrato metandlico da casca de Velioglu et
. 3 - 97,5+0,9
girassol roxo (Canada) al., 1998
Extrato metandlico da semente Karamac et
. - 108,0 £ 0,9
(Poldnia) al., 2012
Extrato metandlico da semente
. 450+ 2,0 200,0 +5,7 Kamal, 2011
(Paquistao)
Extrato etandlico da torta
10,4+ 0,3 12,1+0,3 Souza, 2013

(Porto Alegre)

Fonte: AUTORA, 2016.

De acordo com os estudos apresentados na Tabela 11, foi possivel observar
que o extrato etandlico da torta de Porto Alegre apresentou valor de CTFLA
inferiores ao do presente trabalho (47,7 mg de EQ/g de extrato seco (CS122)).

O extrato metandlico da casca de girassol roxo do Canada (cultivar CM 160)
apresentou CTF préximo ao valores encontrados nesse trabalho (95,2 mg de EAG/g
de extrato seco). Esse tipo de cultivar com coloracdo diferenciada € largamente
utilizado como planta ornamental, com tamanho menor que a flor tradicional
(CASTRO et al., 1996). Por outro lado, extratos metandélicos da semente de girassol
da Polbnia e do Paquistao, respectivamente, apresentaram contetdo superior, 0 que
pode ser provocado pela sazonalidade, visto que a composicdo quimica das
sementes e cascas varia amplamente com o local de producao, clima, uso de
fertilizantes e até mesmo com a posi¢cdo da semente no capitulo, tornando-se um
fator limitante do estudo (CASTRO et al., 1996).

4.2 Capacidade antioxidante frente ao radical DPPH® e capacidade
redutora de ferro (FRAP)
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A curva analitica obtida para o método de FRAP é mostrada na Figura 15,
onde y corresponde aos valores de intensidade de absorbancia e x, as

concentracfes do padrao utilizado .

Figura 15. Curva analitica para o0 método FRAP (trolox).
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Fonte: AUTORA, 2016.

A Tabela 12 apresenta os resultados obtidos para a atividade sequestradora
de radical DPPH® (%ASR), os valores de ICsp, concentragdo necessaria para
inibicdo do radical DPPH® em 50%, como também a capacidade antioxidante através

da reducdo de ferro(lll) para os extratos de girassol e suas fracdes (25 ug mL™).

Tabela 12. Capacidade antioxidante sequestradora de radicais (DPPHe) e redutora de ferro (FRAP).

FRAP (mg de ET/g

EXTRATOS de extrato seco) DPPH® (%ASR)  ICso(ug mL™)
S387 113,6 + 0,8 26,9+0,5 55,0
C387 136,3+1,1 22,9+0,7 60,0

CS387 163,2+1,8 37,0+1,0 48,0
S324 1243+1,2 40,8+24 41,0
C324 89,4 +0,2 21,0+1,1 49,0

CS324 196,9+2,3 253+4,7 59,0
S122 141,2 +0,4 26,3+1,9 57,0
Cc122 136,8+0,5 29,8+0,7 50,0

CS122 152,3+2,3 279+272 55,0

Fonte: AUTORA, 2016.
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Tanto para a atividade antioxidante por meio da reducao de ferro quanto para
atividade sequestradora de DPPH®, os extratos obtidos da variedade BRS 324,
revelaram os maiores valores, sendo o extrato CS324 o mais destacado no método
de FRAP (196,9 mg de ET/g de extrato seco) e o extrato S324 no método do DPPH*
(40,8%) e nos valores de ICso. E importante destacar ainda que, os menores valores
para ambos os métodos (DPPH® e FRAP) foram atribuidos também a um extrato

dessa mesma variedade (C324).

Apesar de apresentarem algumas caracteristicas botanicas diferentes, como
teor de dleo, inicio de florescimento entre outras, conforme ja descrito anteriormente
na Tabela 4, a atividade antioxidante dessas sementes foi pouco influenciada com
as mudancas botanicas e de melhoramento genético, conforme se observa nos
dados apresentados para a reducdo de ferro e do radical DPPHe.. No cultivo e
trabalho em campo com os cultivares ndo existem descritores quimicos cadastrados,

apenas descritores morfolégicos.

Para fins de comparacdo, na Tabela 13 estdo listados valores de ICs

encontrados na literatura para amostras de girassol.

Tabela 13. Valores de IC50- para girassol de diferentes regifes.

Amostras ICso Referéncias
Extrato hidroalcolico da semente }
(Sénvia) 900 ug mL™* Zili¢ et al., 2010
Extrato aquoso da semente 4
30,0 pg mL

(Séo Paulo)
Extrato etandlico da semente
(Séo Paulo)

Extrato metandlico da semente

Giada e Mancini-Filho, 2009
98,0 ug mL™

] 33,5ugmL* Mercali, 2011
(Parand)

Fonte: AUTORA, 2016.

Comparando-se os resultados da literatura de diferentes extratos obtidos de
sementes de girassol, observa-se que os valores de ICsy apresentam uma certa
variacdo de acordo com o solvente utilizado. Esse fator fica mais evidente ao se
compararem os valores obtidos por Giada e Mancini-Filho (2009), onde extratos
diferentes da mesma semente revelaram ICsy diferentes, sendo o extrato aquoso, o

gque apresentou o menor valor, inclusive menor que o encontrado nesse trabalho (41



54

ng mL™? (S324)). Apesar de menor, 0o uso da agua como solvente de extracéo
apresenta-se como uma vantagem, principalmente se o extrato for destinado a futura

industria alimenticia e/ou cosmética.

4.3 Avaliacdo dainibicdo da peroxidacdao lipidica

O efeito protetor de antioxidantes contra peroxidacdo de lipidios tem sido
largamente estudado (NIKI, 2010). Assim, a capacidade antioxidante dos extratos de
girassol foi avaliada frente a peroxidacao lipidica através da utilizacdo de um modelo
de lipoperoxidacdo em membrana (lipossomas unilamelares de lecitina de soja)
mediado pelo radical peroxila como descrito na se¢éo 3.7.

A Figura 16 mostra a protecdo contra a peroxidacado lipidica em funcdo do
tempo, onde primeiro foi realizado um branco: lipossoma + sonda C11-BODIPY>8/5%
+ metanol + AAPH (-0-), para o controle positivo, utilizou-se uma solugao de trolox

(100 uM) (-%-).

Figura 16. Protecao contra a peroxidacao lipidica (%) em funcao do tempo (min).
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Fonte: AUTORA, 2016.
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Pode-se observar no branco, onde ha auséncia de antioxidantes, a ocorréncia
da peroxidacéo lipidica lipossomal induzida por AAPH, o que ocasiona a perda de
fluorescéncia. O controle positivo (100 pmol L™), como era de se esperar, inibiu a
peroxidacao lipidica oferecendo cerca de 95% de protecdo ao final da cinética. Os
extratos obtidos das farinhas de girassol apresentaram perfil semelhante ao longo
dos 30 min, com valores maiores que 75% de protecdo a membrana, exceto 0s
extratos S122 e C324, que apresentaram menor protecao, 61% e 57%,
respectivamente. A maior protecao é atribuida ao extrato obtido a partir da casca do
hibrido BRS 387 (85%), podendo-se afirmar que esses extratos se mostraram

promissores quanto a protecdo da membrana.

4.4  Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A CLAE tem sido muito utilizada devido a sua versatilidade e preciséo,
acompanhada do uso da fase reversa com colunas C18, principalmente, na
determinacdo de compostos fendlicos de varias matrizes (ARCHELA e
DALL’ANTONIA, 2013; WEISZ et al., 2009). Sendo assim, as condi¢cdes adotadas
nesse trabalho foram suficientes para promover a separacdo com boa resolucéo

entre todos os compostos estudados.

A Figura 17 mostra os cromatogramas dos extratos metandlicos de girassol.
Quatro compostos foram identificados nos extratos em tempos de retencéo
semelhantes: acido clorogénio, acido caféico, acido p-cumarico e rutina, nas

condicles estudadas.

A quantificacéo foi feita, utilizando uma curva analitica para cada composto
para se obter a equacdo de regresséo linear para cada um e seus respectivos
coeficientes para determinar a area do pico (Tabela 14), onde x corresponde a
concentracdo (ug.mL™) e y a area do pico (mAU). O &cido clorogénico foi o fenol
mais abundante em todos os extratos, sendo este o polifenol mais encontrado em
alimentos. Os outros fendis identificados, juntamente com o flavonoide rutina,
presentes em quantidades menores, também sdo abundantes em frutas, vegetais e
alimentos derivados de produtos naturais além de estarem associados a reducdo no
risco de doencas -cardiovasculares, cancer e outras doencas cronicas
(GARAMBONE e ROSA, 2008).
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A rutina foi o Unico composto identificado apenas nos extratos CS122 e S387
onde ndo houve coeluicdo. Apesar de todo o rigor adotado no procedimento, a
analise gualitativa é sujeita a erros devido ao uso dos tempos de retencdo para a
identificacdo dos analitos. Apesar do tempo de retencéo (TR) ser caracteristico de
um composto sob determinadas condi¢cdes, ele ndo é Unico, podendo outros
compostos apresentarem o mesmo TR (LANCAS, 2009), como foi o caso dos picos
com tempo de retencéo préoximos a 36 min nos extratos S324, C324, CS324, CS387,
C387, S122 e C122.

Tabela 14. Anélise por CLAE dos extratos metandlicos de compostos fendlicos.

Equacdo de
Composto o r2 Estrutura
regresséo linear

Acido clorogénico y = 29300x - 398714 0,9995 é\L/A[?
on Ao
o]
Acido caféico y =16028x - 41332 0,9991 ”OQ/\)LOH
HO

o]

Acido p-cumarico y = 16262x - 52479 0,9999 /@A\)\OH
HO

e K
Rutina y =12727x - 12206 0,9989 YT

Fonte: AUTORA, 2016.

E importante destacar a presenga de um pico intenso nao identificado com TR
igual a 3.1 min no cromatograma do extrato S387. O n&o aparecimento desse pico
no extrato CS387 sugere que, possivelmente, esse pico possa estar associado a
algum produto de oxidacdo ou degradacdo do extrato, visto que os extratos, apds

obtidos, sdo armazenados para posterior analise por CLAE.

Da analise dos cromatogramas pode-se observar que foram identificados os
mesmos compostos nos extratos, com exce¢do da rutina, porém com variacdes na
intensidade do sinal obtido, esse fator esta relacionado a variagdo das
concentracbes desses compostos obtidos a partir das curvas analiticas, como é

possivel observar na Tabela 15.
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Tabela 15. Concentracao dos compostos fendlicos nos extratos metanolicos (mg/g de extrato seco).

Concentracdo (mg/g de extrato seco)

Extrato Acido Clorogénico  Acido Caféico  Acido p-cumarico Rutina
S387 25,2+0,6 24+04 0,9+0,7 45+1,0
C387 219+23 20+1,7 0,8+1,2 -
CS387 28,0+1,4 27+1,0 1,0+1,6 -
S324 31,0+0,7 3,0+1,0 1,1+0,3 -
C324 248+1,6 23+19 09+21 -
CS324 14,4+22 1,4+0,1 0,6+0,9 -
S122 173+14 0,8+3,0 0,7+0,2 -
C122 27,3+0,9 26+0,3 1,0+0,2 -
CS122 179+1,0 1,7+1,1 0,7+1,5 3,9+£0,6

Fonte: AUTORA, 2016.

Esses compostos fendlicos também foram identificados em outros trabalhos
com sementes e cascas de girassol como descrito na Tabela 16, em destaque o0s

mais abundantes.

Os compostos fendlicos identificados nas amostras podem explicar a
capacidade antioxidante dessas diante dos métodos aplicados nesse trabalho. Os
resultados encontrados para inibicdo da peroxidacgéo lipidica através da protecédo a
membrana sao promissores (Figura 16) podendo também ser atribuidos a presenca
desses compostos. As interacdes com membranas lipidicas sdo eventos que podem
mediar alguns efeitos bioldgicos e antioxidantes de flavonéides. Os flavondides séo
geralmente moléculas anfifilicas que possuem caracteristicas fisicas particulares de
acordo com os diferentes substituintes na sua estrutura quimica. Em geral, a nivel
celular eles podem interagir com os lipidos na superficie da bicamada (adsor¢éo);
e/ou inserir-se na bicamada e interagir com as cadeias hidrofébicas de lipidos
(GALLEANO et al., 2010).
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Tabela 16. Compostos fendlicos encontrados em amostras de girassol de diferentes regifes.

Amostras Concentracéo

Compostos
identificados

Referéncias

Extrato metonolico
de casca da
semente de
girassol

Extrato metandlico
de casca e
semente de
girassol

Extrato etandlico
de casca e
semente de
girassol

Extrato etandlico
de semente de
girassol

Extrato metandlico
de semente de
girassol

0,25 mg mL™

15 mg mL™

Republica Checa

Acido clorogénico,
acido caféico, acido
protocatecuico, acido
siringico, acido ferudlico
e 4cido cindmico

Acido 5-O-
cafeoilquinico, acido
3-o-cafeoilquinico,
acido 4-O-
cafeoilquinico, acido
caféico, acido ferulico,
acido 5-p-
cumaroilquinico e acido
3,5-di-O-cafeoilquinico

Acido clorogénico,
acido caféico, acido
rosmarinico, miricetina
e rutina

Catequina, acido
gélico, 4cido
siringico, &cido cafeico
e &cido ferdlico

Acido 5-O-
cafeoilquinico, acido
ferdlico, acido 5-p-
cumaroilquinico e
quercetina

De Leonardis et
al., 2005

Weisz et al.,
2009

Zilié et al., 2010

Zahradnikova
et al., 2008

Karamac et al.,
2012

Fonte: AUTORA, 2016.



Figura 17. Composicéo fendlica de extratos metanélicos das farinhas determinada por anélise de CLAE, 1) acido clorogénico, 2) acido caféico, 3) Acido p-

cumarico e 4) rutina.
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45 Estudo Eletroquimico

As técnicas voltamétricas permitem correlacionar alguns parametros como
potenciais de oxidacdo e intensidade de corrente com a capacidade antioxidante,
logo, podem se mostrar mais seletivas e sensiveis que alguns métodos
espectrométricos (ALVES et al., 2010). A Figura 18 apresenta 0s voltamogramas

ciclicos e de pulso diferencial dos extratos.

Neste trabalho, os experimentos foram realizados em pH 7,4 por ser o pH
proximo das condicbes fisiologicas (SOUZA et al., 2007). Em todos os
voltamogramas ciclicos, € possivel observar um sistema reversivel ou quase-
reversivel, iniciado com a oxidacdo de uma espécie eletroativa na solu¢cdo, com
consequente aumento de corrente. Os produtos que foram gerados no sentido da
varredura direta sdo entdo reduzidos na varredura inversa, gerando assim um
sistema redox adicional, a depender da estabilidade do intermediario gerado, da
velocidade da transferéncia de elétrons e do tipo de transporte de massa, sendo
caracterizados como reversiveis, quae-reversiveis ou irreversiveis. Estes dados sao

corrobarados nas leituras de VPD.

A partir desses métodos, é possivel obter informagdes importantes como Iy, €
l,c (correntes de picos anddico e catodico, respectivamente) e Eya e Epc (potenciais
de picos anddico e catddico, respectivamente). Com essas informacdes é possivel
correlacionar esses dados com a atividade antioxidante do extrato, pois quanto
maior o valor de Ep,, menor é o poder doador de elétrons da espécie e, portanto,
menor sua acao antioxidante (ALVES et al., 2010). Sendo assim, a Tabela 17,

apresenta os valores de Ep, € Epc para os extratos obtidos a partir do girassol.
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Figura 18. Voltamogramas dos extratos das farinhas de girassol em solucéo tampéo fosfato, pH 7,4.
Velocidade de varredura 50 mV s™. (A) VC dos extratos do cultivar EMBRAPA 122, (B) VC dos
extratos do cultivar BRS 324, (C) VC dos extratos do cultivar BRS 387, (D) VPD dos extratos do
cultivar EMBRAPA 122, (E) VPD dos extratos do cultivar BRS 324 e (F) VPD dos extratos do cultivar
BRS 387.
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Fonte: AUTORA, 2016.

Os extratos S324 e S387 destacam-se dentre os demais, sendo 0s primeiros
com menor valor de Epa. Os extratos S122 e CS387, apresentam maior valor de Eg,,
logo, menor poder doador de elétrons.

Estudo realizado através da voltametria ciclica, com eletrodos de carbono
vitreo em em solucdo tamp&o fosfato, pH 7,4 e velocidade de varredura de 50 mV s™
do acido clorogénico, evidenciou a oxidacdo da molécula em potencial de 268 mV,

valor semelhante aos dos extratos estudados, com caracteristica também reversivel
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ou quase-reversivel. Esse fator refere-se a oxidacdo da porgcdo o-catecélica da
molécula, como proposto por Namazian e Zare (2005) e descrito na Figura 19,
envolvendo a remocdo de 2 elétrons (e) e dois prétons (H), gerando a quinona

correspondente.

Tabela 17. Potenciais de picos anédicos e catédicos para os extratos estudados.

Extrato Epa (MV) Epc (MV)
S387 235 111
c387 296 60
CcS387 356 63
5324 190 111
C324 272 108
CS324 281 114
S122 387 56
C122 274 115
CS122 262 129
Acido Clorogénico 268 123

Fonte: AUTORA, 2016.

Dessa forma, a presenca de picos semelhantes aos do &cido clorogénico
sugere a possivel indicacdo que esse compostos eletroativos com sistema reversivel
ou quase-revesivel presente em grandes quantidades nos extratos de semente e
casca de girassol, tenha mascarado os demais constituintes das amostras, Vvisto
que, segundo os dados de CLAE (Figura 17), esse foi acido mais abundante nos
extratos. A presenca de outros acidos fendlicos que, segundo Yakovleva e
colaboradores (2007), apresentam potencial anddico inferior a 400 mV, como o

acido caféico, ndo pode ser descartada.
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Figura 19. A) Voltamograma ciclico do &cido clorogénico (CGA) (10-3 M) em solugéo tampéo fosfato,
pH 7,4, ECV. Velocidade de varredura 50 mV s-1. B) Mecanismo proposto para a oxidacdo de CGA.
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Fonte: AUTORA, 2016. Adaptado de NAMAZIAN e ZARE, 2005.

4.6 Determinacdo da composicao inorganica

Os elementos que normalmente s&o determinados nas sementes de girassol
podem ser divididos em macronutrientes ou elementos principais constituido por Ca,
K, S e P, esses fazem parte de sistemas enzimaticos e moléculas importantes, sao
necessarios em grandes quantidades e tem funcdo estrutural. O grupo dos

micronutrientes € composto por Cu, Fe, Mn, Ni, Sr e Zn (CASTRO et al., 1996).

As concentracdes de elementos selecionados nas amostras de girassol foram
determinadas com desvios padrdo em torno dos valores médios, essas Sao
apresentadas na Tabela 18. A determinagdo dos elementos foi realizada nas

amostras apos digestao assistida por microondas.

A menor concentracao foi estabelecida para o oligoelemento estréncio, com
valor médio entre 0,00 — 3,34 mg kg™ em todas as amostras, assim como para o
niquel (0,00 — 6,15 mg kg™). Este Ultimo elemento também foi encontrado em
sementes de girassol da Turquia estudadas por Kafaoglu e colaboradores (2016),
com valores superiores desse micronutriente (5535 + 85 mg kg™) importante no

crescimento, metabolismo, envelhecimento e absorcao de ferro pelas plantas.

Os valores encontrados para os macronutrientes P, S, Ca e K corrobaram
com as quantidades encontradas em outros estudos, como é o0 caso das pesquisas
realizadas por Moreda-Pifieiro e colaboradores (2016), onde sementes de girassol

da Espanha apresentaram concentracdo de 73,4 + 53.6 mg kg™ para célcio, 857,9 +
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467 mg kg™ para o potéssio e 761,9 + 192 mg kg™ para o fésforo. Os altos valores
desses minerais se justificam por eles serem 0s mais abundantes em solo. Esses
metais, necessarios em grande quantidade para o0 organismo humano, Sao
fornecidos ao solo a partir de adubos e fertilizantes, o que acentua sua concentracao
(CASTRO et al., 1996). O ferro € um elemento de grande importancia tanto para o
desenvolvimento da planta, como no organismo humano, desempenhando papel
fisiolégico em varios eventos celulares. Ressalta-se 0 seu envolvimento na reacéo
de Fenton com o perdxido de hidrogénio e geracdo do radical hidroxila, influenciando
assim a velocidade da reagédo. Seus valores para as amostras de girassol variaram
entre 22,0 — 117,0 mg kg™
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Tabela 18. Concentracdo dos metais nas amostras de girassol.

Analitos (mg kg)  S387 C387 CS387  S324 C324 CS324  S122 C122 CS122
P 154 149 159 187 230 234 151 290 221
S 75,4 95,4 85,8 96,9 145 157 59,6 198 126
cl 5,74 67,9 12,4 18,6 64,0 25,5 3,09 41,2 12,0
K 753 1648 896 1093 2093 1615 604 2032 1217
Ca 216 541 315 295 581 493 154 602 317
Mn 14,4 10,5 14,3 16,9 19,3 21,7 12,4 16,2 16,3
Fe 22,0 27,5 37,1 27,0 74,1 26,8 24,8 117 47,0
Ni 0,70 0,00 1,23 0,99 6,15 1,40 0,42 10,3 1,91
Cu 9,67 9,67 10,5 9,73 11,0 10,3 9,50 11,6 10,4
Zn 36,9 23,3 27,9 31,2 28,7 33,3 35,2 31,9 38,0
Sr 0,00 3,34 0,91 0,39 2,89 2,03 0,42 3,12 0,79

Fonte: AUTORA, 2016.
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4.7 Determinacdo da atividade antiglicante

A atividade antiglicante dos extratos, estudada através da porcentagem de
inibicdo da formacao de produtos de glicacdo avancada, foi obtida e os resultados

sdo mostrados na Figura 20.

Figura 20. Porcentagem de inibicdo da formacdo de AGEs dos extratos de girassol.
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Dos 9 extratos estudados nesse trabalho, 3 deles (CS387, CS324 e S122)
nao apresentaram porcentagem de inibicdo. Os demais, de modo geral, revelaram
porcentagem inferior a 14%, sendo o extrato S324 o que apresentou a menor

porcentagem de inibicdo na concentracdo méaxima de 100 pg mL™.



67

Os extratos C324 e C122 apresentaram perfis de inibicdo semelhantes,
atingindo, ao final da ultima concentracdo, 10,3% e 10,0%, respectivamente. O
extrato S387 apresentou a maior porcentagem de inibicdo (13,5%) na concentracao
de 100 pg mL™. Esse mesmo extrato apresentou ainda, a maior porcentagem de
inibicdo (7,0%) para a menor concentracéo utilizada (2,5 pg mL™). Estes valores sdo
indicativos de auséncia de atividade antiglicante. Ndo s&o encontrados na literatura
estudos envolvendo a atividade antiglicante de sementes e cascas de girassol para

possiveis comparacoes.

4.8 Correlagéo linear de Pearson

De acordo com os resultados obtidos foi realizado um estudo de correlagéo
entre os resultados CTFLA, CTF, FRAP, DPPH®, Peroxidacdo Lipidica e os valores
de concentracdo de acido clorogénico encontrados por CLAE, nas amostras

estudadas. A Tabela 19 mostra os resultados encontrados.

Tabela 19. Coeficientes de correlagdo linear de Pearson entre as variaveis CTFLA, CTF, FRAP,
DPPH, Peroxidagéo Lipidica (PL), concentracéo de acido clorogénico ([ACG]) e valores de Ep,.

DPPH*® FRAP CTFLA CTF [ACG] PL Epa

DPPH®  1,0000
FRAP 0,1601  1,0000
Flav 0,0872 0,6452  1,0000
Folin 0,1181 -0,2168 0,2491  1,0000
[ACG] 0,6223 -0,5334 -0,6004 0,0295 1,0000
PL 0,3613 0,6548 0,3517 0,1277 -0,0090 1,0000
Epa -0,2229 0,3138 0,1521 -0,3646 -0,4511 -0,2700 1,0000

*p < 0,05. Fonte: AUTORA, 2016.

Diante dos resultados pode-se sugerir que o conteudo total de flavonas e
flavondis esteja relacionado com a atividade FRAP, revelado através de uma
correlacdo positiva (0,6452), sendo a maior correlacdo positiva entre as variaveis

encontradas nesse trabalho.

E possivel observar também uma boa correlagdo entre a concentracéo de
acido clorogénio com a atividade sequestradora do radical DPPH® (0,6223),
apontando que esse composto esta envolvido na defesa antioxidante, principalmente

porque &cidos fendlicos, como o acido clorogénico e acido cafeico, apresentam
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caracteristica de antioxidante comprovada (JESZKA-SKOWRON et al., 2016). Esse
valor confirma os dados apresentados em diversos estudos, que mostram que a
capacidade antioxidante é fortemente relacionada com o teor de compostos

fendlicos totais presentes

Observa-se, ainda, uma correlagdo positiva significativa entre FRAP e
peroxidacao lipidica (0,6548). Esse valor € explicado pela acdo catalisadora do ferro
em reacoes de lipoperoxidacéo, ocorrendo a conversao de hidroperoxidos lipidicos
(LOOH) em radicais altamente reativos (alcoxila e peroxila), que, por sua vez,
iniciam nova cadeia de reacdes (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

Ao passo que os valores de [ACG] se correlacionam negativamente com 0s
dados de FRAP (-0,5334). Hynes e O’Coinceanainn (2004), sugerem que alguns
acido fendlicos como acido clorogénico e acido cafeico dificultam a liberacéo de ferro
que esti fortemente ligado a compostos de coordenacdo, como é o caso do
complexo TPTZ. Um comportamento negativo também foi observado entre a
concentracdo de acido clorogénico e o teste de CTFLA (-0,6004), o que é esperado,

visto que o composto nao é caracterizado como um flavonol nem flavona.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os estudos realizados quanto ao conteudo total de fendis e de
flavonas e flavondis, pode-se afirmar que o extrato obtido da farinha da casca +
semente do cultivar EMBRAPA 122 apresentou valores superiores aos demais

extratos, o que indica maior concentracdo desses cOmpostos.

Sobre a atividade sequestradora de radicais (ASR %) e redutora de ferro
(FRAP), os extratos obtidos da semente e casca + semente (S324 e CS324) se
destacaram com relacdo as demais, com valores superiores, inclusive aos de
sementes dos demais cultivares. O extrato S324 ainda apresentou a menor
concentracdo necessaria para a inibicdo do radical DPPH® em 50% corroborando

com o valor encontrado para a ASR.

Para os estudos de peroxidacdo lipidica in vitro, todos os extratos
apresentaram bons resultados frente a inibicdo do radical peroxila (75%), com
excecdo dos extratos S122 e C324 que apresentaram as menores protecfes, em

torno de 60%, embora configure, ainda assim, uma boa protecéo.

A avaliacdo dos compostos fendlicos por CLAE foi satisfatéria, permitindo a
realizacdo de uma analise qualitativa e quantitativa, com a identificacéo inicial de 4

compostos.

Os resultados encontrados nos estudos eletroquimicos sugerem que a
abundante presenca de acido clorogénico na amostra possa ter levado ao
mascaramento dos demais compostos fendlicos existentes nas amostras e

responsaveis pela atividade antioxidante.

A composicao inorganica das amostras de girassol revelam a presenca de

metais importantes principalmente na atividade antioxidante, como o ferro.

A atividade antiglicante, estudada a partir da porcentagem de inibicdo da
formacao de produtos de glicagdo avancgada, revelou um percentual inferior a 18%

entre os extratos estudados.
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6 CONCLUSOES

As amostras de girassol estudadas neste trabalho apresentaram resultados
promissores quanto a capacidade antioxidante e rigueza em compostos fendlicos
biologicamente ativos, demostrando assim o potencial uso dessas farinhas para fins
nutracéuticos. No entanto ainda se faz necessario a realizacdo de outros métodos
tanto de avaliagdo da capacidade antioxidante, para determinacdo de “perfil
antioxidante”, como para identificagdo adicional e quantificacdo de seus

constituintes.
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