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RESUMO

Os produtos obtidos a partir da cana-de-agucar possuem, além de altas
concentragdes de sacarose, flavondides que podem atuar como quimiopreventivos e
antioxidantes. Neste estudo foram elucidadas as estruturas dos flavondides e dos
acidos cinamicos mais abundantes no caldo de cana, sendo apresentadas duas novas
substancias, uma flavona, tricina-7-O-B-(6"-p-metoxicinamato)-glucosideo e uma
lignana, 3-hidroxi-1-[4,5-dihidroxi-3-metoxifenil]-2-[4-(3-hidroxi-1-(E)-propenil)-2,6-
dimetoxifenoxi]-propil-B-D-glucopiranosideo. Entre as flavonas analisadas, o derivado
de tricina apresentou maior abundancia.

Foi também confirmada neste estudo a perda de compostos fenélicos durante o
processamento industrial do agucar. Nos colmos de cana-de-agucar evidenciamos altas
concentragdes de acidos clorogénico e cumarico, e baixos teores de flavondides. No
decorrer do processamento verificaram-se perdas significativas de acidos cindmicos e
aumento nos teores de flavonodides. Os maiores teores foram verificados no xarope e os
menores no acgucar VHP. Entretanto, a propor¢cao dos compostos fendlicos teve pouca
alteracéo durante o processamento. As flavonas encontradas na cana in natura se
mantiveram durante todo o processamento, enquanto que ndo se detectou acido
ferllico nas variedades e acido caféico nos produtos. A atividade antioxidante dos
produtos obtidos durante as etapas do processamento do agucar foram avaliadas. As
maiores atividades foram encontradas no xarope e melago, enquanto que as menores,
no caldo misto e agucar VHP.

Uma avaliagdo sobre o perfil dos compostos fendlicos de amostras de rapadura e

caldo de cana obtidos no comércio local mostrou que a rapadura apresenta altos teores
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de luteolina, enquanto no caldo, prevalece tricina. Nas amostras de rapadura destacam-
se altos teores de acido clorogénico, composto que se mostrou ausente nas amostras
obtidas durante as etapas do processamento industrial do agucar. As atividades
antioxidantes dos extratos de rapadura mostraram que mesmo em baixas
concentragdes a atividade € moderada. O caldo apresentou atividade semelhante, mas
em concentragbes mais elevadas. Quanto a atividade antiproliferativa, o extrato de
rapadura apresentou atividades citostaticas para todas as linhagens e citocida para as
linhagens de células cdlon (HT-29), de mama (MCF-7), de mama resistente (NCI-ADR),
de pulméao (NCI-460), de ovario (OVCAR), de rim (786-0) e de melanoma (UACC-62). O
derivado de tricina, isolado a partir do caldo de cana, apresentou atividade antioxidante
moderada. Suas atividades antiproliferativas foram mais pronunciadas para as
linhagens de células de mama resistente (NCI-ADR) e de célon (HT-29), com atividade
citostatica e citocida para as linhagens de pulmao (NCI-460), de mama (MCF-7), de

ovario (OVCAR), de rim (786-0) e de melanoma (UACC-62).
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ABSTRACT

Sugar cane products have high sucrose concentration and flavonoids that can
function with chemopreventive and antioxidant. In this study have been elucidated
flavonoids and cinnamic acids structures most abundant in sugar cane juice and
were presented two new substances, one flavone, tricin-7-O-B-(6"-methoxycinnamic)-
glucoside and one lignan, 3-hydroxy-1-[4,5-dihydroxy-3-methoxyphenyl]-2-[4-(3-
hydroxy-1-(E)-propenyl)-2,6-dimethoxyphenoxy]-propyl-p-D-glucopyranoside. Among
the flavones analyzed, tricin presents high concentration.

In this study was corroborated the loss of phenolic compounds during the
processing industrial of sugar. In culm of sugar have been evidenced high
concentrations of the chlorogenic and coumaric acids, and low flavonoid contents.
During the processing has been proved significant loss of cinnamic acids and
increase of flavonoids. The highest contents have been proved in the syrup and the
smallest in the sugar VHP. However, the profile of the phenolic compounds had little
alteration during the processing. The flavones finded in sugar cane in natura were
remaining during all the processing and, are not find ferulic acid in the varieties and
caffeic acid in the products. The antioxidant activities in products obtained during
processing stage of sugar cane were evaluated. Thre highest activities were finded in
the syrup and molasses and the smallest in sugar cane juice and sugar VHP.

Assessment about the profile of the phenolic compounds in rapadura and
sugar cane juice acquired in local commerce showed that the rapadura presents high
contents of the luteolina, while in sugar cane juice, predominate tricin. In the sample
of rapadura stand out high chlorogenic acid contents, compound that showed absent
in sample from during the processing industrial stages of sugar. The antioxidants

activities of rapadura extracts showed the in spite of in low concentration the activity
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is moderate. The sugar cane juice presented similar activity but, in high
concentration. As for the antiproliferative activity, the rapadura extract presented
cytostatic effect for all lines and cytocidal for the colon cell lines (HT-29), of breast
(MCF-7), of multi-drug resistant breast cells (NCI-ADR), of lung (NCI-460), of ovary
(OVCAR), of kidney (786-0), and of melanoma (UACC-62). Tricin, isolated from
sugar cane juice, presented moderate antioxidant activity. The antiproliferative
effects of tricin were more pronunciated for multi-drug resistant breast cells (NCI-
ADR) and of colon (HT-29), with cytostatic effect and cytocidal for lung lines (NCI-
460), of breast (MCF-7), ovary (OVCAR), of kidney (786-0), and of melanoma

(UACC-62).
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I INTRODUGAO

A vida animal depende das plantas, ndo apenas pela sua capacidade de
converter dioxido de carbono, agua € nitrogénio em metabdlitos primarios essenciais
ao trabalho e reprodugdo das células, mas também devido a biossintese de
numerosos tipos de outros compostos orgéanicos (Vickery & Vickery, 1981).

Raros sao os estudos quimicos envolvendo flavondides e acidos cinamicos
em cana-de-agucar além das suas propriedades biolégicas. Segundo a literatura,
apenas flavonas, apigenina, luteolina e tricina foram detectadas no suco da cana
(Paton & Duong, 1992), inexistindo ainda dados sobre os derivados do suco, tais
como melado e rapadura.

Entre os grandes desafios da humanidade no século 21 estdo a ampliagdo da
produgéo de alimentos, a obtengdo de um meio ambiente mais limpo e saudavel e o

desenvolvimento de novas fontes renovaveis de energia e produtos quimicos.

I.1 CANA-DE-ACUCAR

A cana-de-agucar pertence a familia Poaceae (Gramineae) e sua origem
geografica é atribuida ao Sudoeste Asiatico, Java, Nova Guiné e também a india,
onde é cultivada desde épocas remotas. Seis espécies de Saccharum sao
reconhecidas: S. officinarum, S. sinense, S. barberi, S. edule, S. spontaneum e S.
robustum (Daniels & Roach, 1987).

A exploragao canavieira assentou-se, no inicio, sobre a espécie S.
officinarum L. O surgimento de varias doengas e de uma tecnologia mais avangada
implicaram na criagédo de novas variedades, as quais foram obtidas pelo cruzamento
de S. officinarum com as outras quatro espécies do género Saccharum e,

posteriormente, através de retrocruzamentos com as espécies parentais. Os
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trabalhos de melhoramento persistem até os dias atuais e conferem a todas as
variedades em cultivo uma mistura das cinco espécies originais e a existéncia de
cultivares ou variedades hibridas (Coopersucar, 2005).

O colmo da cana-de-agucar € constituido de fibra e caldo absoluto. A fibra,
definida como o conjunto de substancias insoliveis em agua, é formada
principalmente de celulose, hemicelulose e lignina, os teores variando de 10 a 16%.
O caldo absoluto representa, portanto, de 84 a 90% do colmo, sendo constituido por
uma solugéo impura e diluida de sacarose, contendo agua (75 a 82%) e soélidos
solaveis (18 a 25%). Os sélidos soltuveis (Brix) sao agrupados em agucares (18%) e
nao-aglcares organicos (1%) e inorganicos (1%). Os aglicares sédo representados
principalmente pela sacarose (17%), e glicose e frutose (1,0%) (Martins, 2004).

A cana-de-aglcar € cultivada em areas de clima tropical e subtropical. Para o
Brasil tem especial significado econémico, visto que lidera a lista dos 80 paises
produtores, garantindo 25% da produgédo mundial, utilizado principalmente, na
producdo de aglcar e como fonte de energia (etanol e eletricidade). As indlstrias
sucroalcooleiras movimentam o equivalente a 15,7 bilhdes de reais por ano,
contribuindo com 2,5% do Produto Interno Bruto do pais (BRASIL, 2004). Na safra
2006/2007 o Brasil devera atingir aproximadamente 410 milhdées de toneladas de
cana-de-agucar, com rendimento médio de 70 toneladas por hectare, destacando-se
como o maior produtor e maior exportador mundial de aglicar com 22,05 milhdes de

toneladas (FNP Consultoria e Agroinformativos, 2006).

1.2 PRODUGAO DE MELAGO E RAPADURA
A legislagao brasileira, do Ministério da Salde, define rapadura como produto

solido obtido pela conce_ntragéo' do caldo de cana; melago, como liquido que se
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obtém como residuo de fabricag&o do agucar cristalizado, do melado ou da refinagao
do agucar bruto; e melado, como liquido xaroposo obtido pela evaporagao do caldo
de cana ou a partir da rapadura, por processos tecnolégicos adequados. Esses
produtos devem ser preparados com matérias primas nao fermentadas, isentas de
matéria terrosa, de parasitas e detritos de animais ou vegetais. E vedada a adicao
de esséncias, corantes naturais ou artificiais, conservadores e edulcorantes. (Brasil,
2005).

Segundo o SEBRAE/MG (2005), uma tonelada de cana produz entre 80 a 100
quilos de rapadura. Para fabricar rapadura e melago, o produtor precisa adotar os
procedimentos de Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) exigidos pela Vigilancia
Sanitaria, que incluem medidas rigorosas de higiene dos trabalhadores, limpeza
diaria dos engenhos, das moendas, dos reservatérios e dos tachos; além de matéria-
prima de boa qualidade e armazenagem adequada.

A pratica de adicionar aditivos ao caldo, para dar a rapadura cor mais clara,
nao € recomendavel. Ha, no entanto, certas substancias que, ao serem adicionadas
ao caldo, provocam a floculagdo de determinados compostos que vém a superficie
sob forma de espuma. Essas substancias sdo conhecidas como purificantes. Dentre
as existentes, citam-se a mucilagem do quiabo e do mutambo, a clara de ovo, a
caseina do leite e outras, geralmente utilizadas no meio rural. Essa espuma,
proveniente da limpeza do caldo, devido ao seu bom valor nutritivo € energético,
pode ser aproveitada na alimentagao de suinos (Pinto, 1990).

O valor nutritivo da rapadura vem sendo reconhecido e tem motivado algumas
providéncias governamentais. Em 1997 e 1998, o Laboratério Farmacéutico de
Pernambuco - LAFEPE - produziu pastilhas de rapadura, de 1 e 4 miligramas, e as

distribuiu na rede oficial de ensino do Estado. As pastilhas foram adicionadas aos
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pratos da merenda escolar e serviram de complemento alimentar (Lima &
Cavalcanti, 2001).

Carvalho et al. (2001) avaliaram a freqiiéncia de consumo alimentar por
adolescentes de 10 a 19 anos no Piaui e observaram que a rapadura € consumida
de 3 a 4 vezes/semana. Dessa forma esse alimento é uma importante fonte de
energia em algumas regioes do Brasil, fazendo parte do habito alimentar. Um estudo
sobre 0 consumo alimentar em 17 creches municipais no estado de Piaui mostrou
que crian¢as de 2 a 3 anos de idade consomem em média 17,50 g de rapadura e
criangcas de 4 a 5 anos 15,01 g; em relacdo ao valor energético, as primeiras
ingerem em meédia 867 kcal/dia e as demais 1030 kcal/dia (Cruz, 2001). Utilizando a
Tabela Brasileira de Composi¢cao de Alimentos (TBCA-USP, 1998) observou-se que
a rapadura pode responder por 5,3 a 7,3% do valor energético da dieta. Este
percentual & representativo, pois o arroz, alimento tradicionalmente consumido como
fonte de energia, é responsavel pela oferta de 13 a 14% do valor energético para as

criangas desta faixa etaria.

1.3 PRODUGAO DO AGUCAR
A extragdo da sacarose a partir da cana-de-agucar utiliza processos
padronizados e com alta tecnologia consistindo em varias etapas (esquema 1), de
acordo com as normas do departamento de engenharia da usina e serao descritas a

seguir (Cosan 2002; Usina Albertina, 2005)."
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Extragdo do caldo de cana

A cana destinada a produgao de aglcar tem origem conhecida, ou seja, sabe-
se a variedade, tipo de correcdo de solo, idade e forma de colheita. Antes da
moagem, a cana coletada manualmente é lavada nas mesas alimentadoras para
retirar a terra proveniente da lavoura. A cana colhida mecanicamente nao é lavada
pois, devido a sua forma de toletes, o arraste de sacarose pela agua seria muito
grande. Apds a lavagem, a cana passa por picadores que trituram os colmos,
preparando para a moagem. Apés o preparo, a cana desfibrada é enviada a moenda
para ser moida e extrair o caldo. As moendas separam agua e sélidos da fibra que
formard o bagago. A sacarose esta dissolvida no caldo, portanto o objetivo da
moagem € extrair a maior quantidade possivel de sélidos da cana. No intuito de
dissolver os soélidos no bagago para aumentar a extracdo, adiciona-se agua ao
bagaco antes de passar pelos ultimos rolos, constituindo o processo denominado
embebicdo. A embebigdo aumenta a eficiéncia da extracdo, conseguindo assim,
extrair cerca de 96% do agucar contido na cana, que sera utilizado para produzir
aglcar ou alcool. O caldo extraido vai para o processo de tratamento do caldo e o
bagaco para as caldeiras.

O caldo extraido. na moenda, chamado caldo misto, € peneirado, para
remogao de impurezas mais grosseiras. No entanto, impurezas menores (soluveis,
insolGveis ou coloidais) ndo sao removidas apenas com a utilizagédo de peneiras. No
caso desse tipo de impurezas, uma seqiiéncia de procedimentos & adotada, no
intuito de coagula-las, de maneira que a decantagdo possa separa-las. Ap6s essa

seqliéncia de tratamento, descrita a seguir, o caldo é enviado a produgéo de agucar.
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Tratamento do caldo

Sulfitagdo: Processo no qual o caldo absorve $O,, inibindo reagdes que
causam a formacgado de cor, coagulando matérias coloidais, auxiliando na formagao
de precipitados que fardo o arraste de impurezas durante a sedimentagéo, reduzindo
o pH, diminuindo a viscosidade do caldo e desinfetando o meio.

Calagem: Adicdo de leite de cal (Ca(OH),) que também coagula material
coloidal, auxilia na precipitagdo e arraste de impurezas solGveis e insollveis e eleva
o pH para valores neutros.

Flasheamento: No balédo de flash, uma diminuigao brusca de pressao provoca
uma ebulicdo esponténea do caldo eliminando assim o ar nele dissolvido que,
quando presente, dificulta a decantagéo das impurezas mais leves.

Decantagédo: E a etapa de purificagédo do caldo pela remogéo das impurezas
floculadas nos tratamentos anteriores, também chamada de clarificagdo. O caldo,
livre das impurezas, € chamado caldo decantado e segue para a etapa de
evaporacgao. As impurezas constituem o que & chamado de lodo. O lodo é enviado a
etapa de filtragem, descrita a seguir.

Filtragem: Recuperacdo do agucar contido no lodo, dessa forma separa-se o
caldo filtrado do que é retido no filtro: a torta, formada basicamente pelos residuos
retirados na decantagdo. O caldo retorna ao processo e a torta é utilizada como
adubo na lavoura.

Obtencao do agucar

Evaporagao: Constitui o primeiro estagio de concentragdo do caldo
proveniente da etapa de tratamento. O caldo clarificado contem cerca de 85%
(15°Brix) de agua. A evaporagdo tem como objetivo reduzir essa porcentagem para

aproximadamente 40% (65°Brix) tomando consisténcia de xarope. Essa evaporagdo
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é realizada em evaporadores de multiplo efeito concorrente, isto é, o vapor gerado
pela evaporagéao da agua do caldo (vapor vegetal) presente na caixa de evaporagéo
anterior é utilizado como fonte de aquecimento para a posterior.

Cozimento: Saindo da etapa de evaporagao, o xarope é enviado ao cozimento
que € uma nova etapa de concentragdo tornando o meio supersaturado dando
condicbes necessarias a cristalizagdo da sacarose. O produto obtido nesse
cozimento € uma mistura de cristais de agucar e mel (solugado agucarada) com cerca
de 95°Brix e temperatura entre 58 a 65 °C, e € denominado de massa cozida.

Cristalizacdo: Essa massa cozida €, posteriormente, enviada aos
cristalizadores nos quais, por um processo denominado nucleagdo produz-se
pequenos cristais, de modo controlado e padronizado. Esse processo é fundamental
na qualidade do produto final, no qual todos os cristais sdo induzidos a uma
formacdo conjunta e uhiforme, chamada de semeamento total. A massa obtida €
uma mistura de cristais de aglcar e o seu correspondente mel (melago), o qual
foram obtidos os cristais.

Centrifugacdo: Essa segunda massa contém cristais de agucar (magma) e
melago que na centrifugagdo sdo separados, o melago retornando aos cozedores
para um maior esgotamento e o magma sendo utilizado como nucleo para o
cozimento, que por sua vez sera submetido a uma nova centrifugagéo, através da
qual se obtém o agtcar propriamente dito. O agucar descarregado das centrifugas
apresenta alto teor de umidade (0,5 a 2%) e temperatura elevada (65 a 95 ;’C)

Secagem: Por meio de um elevador de canecas, os cristais de agucar
seguem para a secagem em tambores rotativos usando ar quente. Esse agtcar pode
ser comercializado como aglcar cristal. Ou entéo, utilizado para a fabricagéo de

outros produtos como o agucar invertido, o aglicar refinado ou o agticar liquido.
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Algumas etapas podem variar de acordo com a usina e com o tipo de produto
desejado. Os produtos obtidos passam por um controle de qualidade que analisam o
grau de umidade, residuo de material utilizado na purificagéo, etc. A cor do agucar é
padronizada, entretanto ocorrem variagdes peculiares de acordo com as variedades
de cana-de-aglcar utilizadas no processamento. Fenilpropanoides e flavondides
contribuem para a coloragao do suco da cana-de-agulcar, provavelmente através de
seus produtos oxidados ou desidratados (Palla, 1983; Bucheli & Robinson, 1994,
Yusof et al. 2000). Esses metabolitos, em geral, embora inconvenientes para a
industria de agucar, tém se destacado como compostos bioativos, atuando como

quimiopreventivos e antioxidantes.

1.4 COMPOSTOS BIOATIVOS
Os compostos fendlicos constituem importante categoria de metabdlitos
secundarios e encontram-se amplamente distribuidos no reino vegetal. Destacam-se
entre eles os acidos cinamicos e os flavondides, pela atencdo recebida na
prevencao de doengas cronico-degenerativas e ubiquidade entre os vegetais

(Hollman, 2001).

1.4.1 Acidos cinamicos
Os acidos cinamicos séo definidos como uma série de acidos frans-3-
fenilpropandicos diferindo na substituicdo do anel. Esses compostos estao
largamente distribuidos como conjugados nos materiais vegetais incluindo alimentos
e bebidas (Clifford, 2000). Embora exista uma grande variedade desses compostos,
grande parte tem origem biossintética comum: o amino acido fenilalanina (Hollman,

2001). Os mais comuns s&o os acidos caféico (3,4-dihidroxicinamico), ferulico (3-
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metoxi- 4-hidroxicindamico), sinapico (3,5-dimetoxi-4-hidroxicinamico) e p-cumarico
(4-hidroxicinamico) (Figura 1). Os acidos cindmicos raramente s&do encontrados
como acidos livres em material vegetal ndo processado, mas eles podem ser
analisados ap6s a desconjungéo e descritos como acidos livres (Vickery & Vickery,

1981; Clifford, 2000).

R4 Ry R, R
R, \ ' cinamico H H H
RS COOH p-cumarico H OH H
HOOC OH caféico OH OH H
o ferdlico OCHg3 OH H

HO. N OH sinapico OCHs CH OCHjs

HO
HO

acido 5-O-cafeoilquinico (5-ACQ)

Figura 1.1. Estruturas de acidos cinamicos e de um &cido clorogénico (acido 5-O-
cafeoilquinico. ‘

De acordo com Clifford (2000), os acidos cindmicos conjugados podem ser
divididos em duas classes principais: acidos clorogénicos (ACG) e outros
conjugados cindmicos. Classicamente, os ACGs s&o uma familia de ésteres
formados entre acidos frans-cinamicos e 4&cido quinico (1L-1 (OH),3,4/5-
tetrahidroxiciclohexano acido carboxilico) que possui hidroxilas axiais nos carbonos
1 e 3, e hidroxilas equatoriais nos carbonos 4 e 5 (Figura 1). O ACG mais comum é o
acido 5-O-cafeoilquinico (5-ACQ). Os ACG podem ser subdivididos de acordo com

sua identidade, numero e posi¢do da acilagdo, como por exemplo, monoéster de
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acido caféico. Os acidos cinadmicos também podem estar conjugados a muitas outras
moléculas além do acido quinico e seus compostos relacionados, entretanto
algumas vezes como componente minoritario de distribuicdo limitada, como por
exemplo, ésteres de mono ou polissacarideos. E sugerido que a formagao do éster &
um processo de detoxificacdo para o estoque de compostos fendlicos pela planta
(Vickery & Vickery, 1981; Clifford, 2000).

Diversos trabalhos ressaltam as atividades bioldgicas atribuidas aos acidos
cinamicos. No vegetal, os acidos cumarico e ferulico atuam como alelopaticos,
prevenindo o crescimento de outras plantas (Vickery & Vickery, 1981). Para os
animais, ha evidéncias sobre atuagdes como quimiopreventivo, antimicrobiano e
inibidor da tirosinase e a-glucosidase (Roller & Seedhar, 2002; Adisakwattana ef al.
2004; Mishima et al., 2005; Shi et al. 2005). Ha também indicios da atuagéo do
acido cumarico sobre a inibicdo de danos oxidativos ao DNA ocasionados por
radiagdes UV-B e inibigdo da oxidagao da lipoproteina de baixa densidade (Vieira ef

al., 1998; Zang et al., 2000; Abdel-Wahab et al., 2003; Lodovici et al., 2003).

1.4.2 Flavonoides

E estimado que cerca de 2% de todo carbono fotossintetizado pelas plantas é
convertido em flavondides ou compostos correlacionados, e atualmente j& séo
conhecidas mais de 6400 estruturas de flavonéides (Markham, 1982; Harborne &
Williams, 2000). Os flavonodides ocorrem sob diversas formas estruturais. Entretanto,
a maioria dos representantes da classe possui 15 atomos de carbono em seu nucleo
fundamental, constituido por dois anéis aromaticos unidos por uma cadeia de 3
atomos de carbono (Ce-C3-Ce), que pode ou ndo formar um terceiro anel. Nos

compostos triciclicos, os anéis sdo chamados A, B e C, e os atomos de carbono



EAPITILO | - NTRODUGAD 16

recebem numeracdo com numeros ordinarios nos nicleos A e C e 0S mesmos
nameros seguidos de uma linha (‘) no nucleo B (Figura 2). As chalconas nao
possuem anel C e seus atomos de carbono sdo numerados segundo um critério

distinto (Vickery & Vickery, 1981; Markham, 1982; Harborne & Williams, 2000).

Figura I.2. Estrutura basica de um flavonéide.

As classes de flavonéides podem ser diferenciadas com base na oxidagao do
anel pirano central, e também pela posicdo de ligagdo do anel B (Hahlbrock, 1981).
Entre essas classes podemos destacar flavonas, flavondéis, antocianinas, chalconas,
auronas, flavanonas, flavanas, isoflavonoides, biflavonoides, entre outras.

Francga et al. (2001) identificaram e caracterizaram genes em cana-de-agUcar
que codificam enzimas chaves para a sintese de flavonodides, como a chalcona
sintase, envolvida na formagao do precursor da maioria dos flavondéides, a isoflavona
sintase, envolvida na biossintese de isoflavondides que desempenham importante
papel na defesa de plantas e nodulagéo de raizes, e a isoflavona redutase, enzima
chave para a sintese de fenilpropandides fitoalexinicos. Esse estudo também sugere
que a ativacdo da sintese de flavondides ocorre em resposta a situagdes de
estresse. Entretanto, até o presente momento, os flavonéides encontrados na cana
sdo predominantemente derivados de flavonas, entre esses estdo os derivados de
apigenina, luteolina e tricina (Paton, 1992; Colombo et al. 2005).

Flavonbides podem ser comumente encontrados em plantas utilizadas na

dieta humana (Arabbi et al. 2004). Flavanonas ocorrem predominantemente em
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frutos citricos, flavonas em hortalicas, isoflavonas em leguminosas, antocianinas e
flavandis em frutos e hortalicas. A preparagdo e o processamento de frutos e
hortalicas frescas podem diminuir o contetido flavonoidico em 50% em virtude de
perda na agua de cozimento ou remoc¢do de porgbes da planta ricas nas
substancias. Graos e sementes oleaginosas contém flavondides, mas o
processamento os remove ou reduz a sua quantidade. Outros grupos de alimentos
vegetais contém diferentes montantes de constituintes flavonoidicos. Mel, chocolate
e doces que contém constituintes vegetais tém flavondides. Alimentos de origem
animal nado apresentam esses compostos (Peterson & Dwyer, 1998).
Aproximadamente 90% dos flavondides nas plantas ocorrem na forma glicosilada e &
sugerido que eles sdo absorvidos na forma de agliconas no intestino humano
(Hollman, 2001).

Diversas atividades biolégicas sao atribuidas aos flavondides, entre elas
antimicrobiana, antiinflamatéria, antitumoral, antiviral, inibidora enzimatica e
estrogénica. Os flavonodides tém-se revelado eficientes redutores de varias espécies
oxidantes, como o anion superéxido (O;°), radicais hidroxila e peroxila (Satue-Garcia
etal., 1997; Harborne & Williams, 2000)

Os radicais de oxigénio (radicais hidroxila e peroxila) e 0 anion superoéxido
tém um papel importante nas reagdes bioquimicas/fisiolégicas do corpo humano. No
entanto se houver produg¢do excessiva de radicais de oxigénio durante os processos
patofisiologicos ou devido a fatores ambientais adversos e nao existirem
antioxidantes disponiveis in vivo, pode ocorrer doencas e danos profundos em
tecidos (Molyneux, 2004; Huang ef al., 2005).

Assim como o acido ascérbico, a vitamina E e o B-caroteno, também os

fenilpropanoides e flavondides sdo potentes antioxidantes (Rice Evans, 1996). Eles
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podem também agir como redutores de oxigénio singleto, atuando nas reagées de
oxidagao lipidica, assim como na quelagao de metais (Satue-Garcia et al. 1997;
Hopia & Heinonen, 1999). Flavonéides antioxidantes estdo naturalmente presentes
em frutas, verduras, chas e vinhos (Bors, 1990; Duthie & Crozier, 2000; Harborne &
Williams, 2000; Arabbi et al. 2004). A combinagdo de antioxidantes fenodlicos no
vinho, entre eles derivados de epicatequina e quercetina, pode proteger contra a
aterosclerose através do seu consumo regular por um longo periodo (Frankel et al.,
1993; Flesch ef al. 1998, Briviba et al. 2002).

Nas dltimas décadas, varios estudos relacionam fatores dietéticos a
prevencao de doencas, entre elas as cardiovasculares e o cancer. Mas a crenga na
capacidade dos alimentos em curar ou prevenir doengas é antiga (Manach et al.,
2004). Em virtude do crescimento de pesquisas em produtos naturais com potencial
antioxidante, torna-se necessario conhecer os compostos presentes em alimentos

tdo amplamente consumidos, assim como seu virtual valor biolégico.
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IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS DO

CALDO DE CANA-DE-ACUCAR (Saccharum officinarum L.)
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II.1 INTRODUCAO

O caldo de cana fresco e gelado & uma bebida muito apreciada pela
populagcdo devido ao seu sabor, odor, aspecto agradavel e, principalmente, pelo
baixo prego. E utilizado como base para a produgdo de varios outros alimentos,
xarope, rapadura e agucar, por exemplo.

Estudos prévios mostraram que sua composi¢cao, além de sais minerais e da
alta concentracdo de sacarose, apresenta compostos fenélicos entre as substancias
que Ihe conferem cor, podendo atuar como um alimento funcional. Entre os
compostos fendlicos, destacam-se os derivados de flavonas, apigenina, luteolina e
tricina, além de acidos cinamicos, principalmente o acido clorogénico (Paton 1978;
Curtin & Paton, 1980; Mabry ef al., 1984; Paton & Duong, 1992; McGhie, 1993;
Takara ef al., 2002; Colombo et al., 2005; 2006).

Devido a dificuldade em se isolar analitos que se encontram em matriz com
alta concentragado de sacarose, raros sao os trabalhos que apresentam compostos
fenolicos identificados nos produtos da cana-de-agucar. Este trabalho tem como
objetivo identificar as estruturas dos principais compostos fendlicos no caldo de

cana-de-agucar, através de técnicas espectroscopicas e espectrometricas.

II.2 MATERIAL E METODOS
II.2.1 Material
I1.2.1.1 Amostra
O caldo de cana analisado neste estudo foi obtido no comércio local (zona
oeste, Sdo Paulo, SP) em agosto de 2004. A moenda foi previamente lavada com
agua e foram recolhidos 3.000 mL obtidos por expressdo de cana-de-agucar,

variedade SP813250. As amostras foram imediatamente transportadas até o



CAPITULD Il - MATERIAL E METODOS 23

laboratério sob refrigeracdo, onde foram prontamente filtradas em cheesecloth e
armazenadas em freezer (-18°C) para posterior utilizagdo, quando foram diluidas 1:2

(v/v) com agua deionizada acidificada ao pH 2,0 com HCI 2M.

I1.2.1.2 Reagentes e padroes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico, ou grau HPLC quando
necessario. Metoxiamina, N-metil-n-(trimetilsilil)trifluoroacetamida (MSTFA), os
padrées de glucose, luteolina, apigenina e acido 5-cafeoilquinico foram obtidos da
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). Dimetilsulféxido deuterado foi adquirido

de Cambridge Isotope Laboratories Inc. (Andover, MA, EUA).

11.2.2 Meétodos

I1.2.2.1 Extracéo e purificagédo do caldo de cana

Os processos de extragdo e purificagdo do caldo de cana estdo descritos na

Figura II.1.

caldo de cana

l

Amberlite XAD2

'

EFS - poliamida

\LMeOH y MeOH/NH,OH

eluato 1 eluato 2

Figura I1.1. Diagrama de extragdo do caldo de cana. EFS: extragdo em fase
sélida.
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I1.2.2.1.1 Extragdo em Amberlite XAD2

Os compostos fendlicos presentes em 1000 mL da solucdo acidificada de
caldo de cana foram adsorvidos por meio de 400 g de resina Amberlite® XAD2
(Supelco, Bellefonte, PA, E.U.A.), previamente condicionada com metanol e agua
deionizada, adicionada a amostra em copo graduado (D’arcy, 2005). A mistura ficou
sob agitacdo por 20 minutos em temperatura ambiente (25°C), sendo filtrada em
cheesecloth. O efluente foi descartado e a resina reconduzida ao copo graduado,
onde foi submetida outras quatro vezes ao processo descrito anteriormente,
utiizando agua deionizada para remoc¢ao da sacarose. Os compostos fendlicos
foram recuperados a partir da resina por meio de trés extragcées com 500 mL de
solucdo metanol:hidréxido de amdnio (99,5:0,5), pelo mesmo processo descrito
anteriormente. Os eluatos foram reunidos e concentrados sob pressao reduzida em
Rotavapor (RE 120 — Buchi, Flawil, Suica), em banho a 40°C, até remog¢éo do
metanol. A resina foi submetida a recuperacéo por meio de condicionamento com
solventes apolares e reutilizada para as demais extragdes dos compostos fendlicos.
Foram realizadas as extragbes dos volumes restantes da solugdo acidificada do

caldo de cana e o extrato aquoso obtido foi submetido a extragéo em fase sélida.

I1.2.2.1.2 Extragdo em fase soélida
A cada volume remanescente de extrato aquoso obtido no intem anterior,
isento de metanol, foi adicionada agua deionizada suficiente para completar 100 mL
e a mistura foi submetida a extragdo em fase solida (EFS). Desse modo, o extrato
aquoso foi distribuido igualmente em trés colunas contendo cada uma 3,5 g de

poliamida, preparadas em seringa prépria de 20 mL. As colunas foram pré-
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condicionadas com 50 mL de metanol e 100 mL de agua deionizada. Apéds
passagem do extrato aquoso, as colunas foram lavadas com 50 mL de agua, sendo
esse volume descartado. A eluicdo dos compostos fendlicos foi realizada com 150
mL de metanol (eluato 1) e posteriormente de 150 mL de metanol:hidroxido de
amoénio (99,5:0,5 — v/v) (eluato 2). O fluxo dos solventes através da coluna foi
monitorado utilizando-se manifold Visiprep 24 DL da Supelco (Bellefonte, E.U.A.). Os
eluatos foram reunidos e concentrados por rotaevaporagdo sob pressédo reduzida.
Os eluatos foram submetidos a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector
de arranjo de diodos (CLAE-DAD) para quantificagéo, verificagdo da sua pureza e

tempo de retengao.

11.2.2.2 Isolamento e hidrélise dos glicosideos
Os processos de isolamento e de hidrélise de glicosideos do eluato 2, obtido

no item anterior estdo descritos na Figura 11.2.

I1.2.2.2.1 Cromatografia preparativa em papel

O eluato 2 foi submetido a cromatografia preparativa em seis folhas de papel
Whatman 3MM (Whatman, Maldstone, Inglaterra) utilizando como fase mével acido
acético 15%. A visualizagdo dos cromatogramas foi efetuada sob luz UV de ondas
longas. As bandas obtidas foram recortadas e eluidas trés vezes com
metanol/hidréxido de aménio (99,5:0,5 — v/v), sendo os analitos concentrados em
rotaevaporador sob pressdo reduzida e ressuspendidos em metanol. Os analitos
foram submetidos a cromatografia liquida de alta efici@éncia com detector de arranjo

de diodos (CLAE-DAD) para verificagdo de sua pureza e tempo de retengao.
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eluato 2

l

cromatografia em papel
acido acético 15%

l

visualizagdo das
bandas UV 280 nm

|
¢ ¢

Bandaz2.1e2.3 Banda 2.2

l

hidrdlise acida

l

EFS - paliamida
Y ¥
extrato exirato
aquUOS0 metanélico

Figura I1.2. Diagrama de isolamento e de hidrolise de glicosideos do eluato

2: EFS: extracdo em fase solida.

I1.2.2.2.2 Hidrélise dos glicosideos
Os analitos obtidos foram submetida a hidrolise, segundo Markham (1982).
Cerca de 0,5 mg do analito foi tratado com 1 mL de HCI 2N durante 1 hora a 80°C
em sistema fechado. Apoés hidrélise, a aglicona e o carboidrato foram separados em
coluna contendo 1,0 g de poliamida pré-condicionada com metanol e agua
deionizada, segundo item 2.2.1. A agua de lavagem, 50 mL, aqui denominada como

eluato aquoso, foi recolhida para analise do carboidrato e a aglicona foi eluida com
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50 mL metanol:hidroxido de amdnio (Figura I1.2). Os eluatos obtidos, referentes ao
carboidrato e a aglicona, foram concentrados por rotaevaporagdo sob pressao
reduzida e posteriormente submetidos a secagem completa para analise por
cromatografia a gas com detecgcdo por espectrdmetro de massas e CLAE-DAD,

respectivamente.

I1.2.3 Identificagao

11.2.3.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A determinacdo dos flavondides nas amostras foi realizada utilizando um
detector de arranjo de diodos acoplado a um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia.
O cromatégrafo utilizado foi um Hewlett-Packard 1100, constituido por injetor
automatico de amostras, bomba quaternaria e detector de arranjo de diodos (DAD),
monitorado pelo software ChemStation.

A separacgao dos compostos foi realizada em coluna Prodigy 5 um ODS 250 x
4,60 mm (Phenomenex Ltda, Reino Unido). As fases moveis utilizadas foram, A:
agua/tetrahidrofurano/acido trifluoroacético (98:2:0,1) e B: acetonitrila, na proporgao
de 17% de B durante dois min, aumentando para 25% de B ap6s cinco min, 35% de
B apo6s mais oito min e 50% de B apdés mais cinco min, e para a limpeza da coluna a
fase B foi aumentada para 90 % (Arabbi ef al. 2004). As amostras foram injetadas
em triplicata, variando-se entre 5 e 20 pl, de acordo com a concentragdo da
amostra. Foram também co-injetados padrées para a quantificacdo. A determinagéao
e quantificacdo foram realizadas comparando-se os tempos de retengcéo e oé
espectros obtidos com os dos padrdes que foram previamente usados na calibracgéao.
Considerou-se uma determinacéao positiva quando a semelhanga entre 0s espectros

foi igual ou superior a 90 %. A calibragdo foi realizada através da injecdo dos
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padrbes em triplicata em cinco concentragbes diferentes, de 0,5 a 10 ug. Os
resultados foram expressos em mg de aglicona/100 g de amostra, em base umida

(b.u.).

11.2.3.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Os analitos foram submetidos a cromatografia em camada delgada em
celulose (Merck, Darmstadt, Alemanha) utilizando como fase mével acido acético
15%, BAW (alcool butilico:acido acético:agua - 4:1:5) e CAW (cloroférmio: acido
acético:agua — 30:15:2). Foram determinados os valores de Rf dos analitos e
observadas as coloragbes das manchas antes e apos exposicao a vapores de

amonia (Mabry et al.1970).

11.2.3.3 Espectrofotometria de UV/visivel

Aliquotas dos analitos foram analisadas através de espectrofotometria
UV/visivel (HP 8453 - Hewlett Packard, Palo Alto, E.U.A.) em solugdo metandlica e
solugdo metandlica com o acréscimo de reagentes complexantes (AICls, AICI; + HCI,
NaOAc + H3BO3) e ionizantes (KOH e NaOAc), através dos quais foram obtidas
indicagdes sobre o padrao de hidroxilagdo e substituicdo do nucleo flavondide. A

preparagio dos reagentes utilizados foi executada segundo Markham (1982).

11.2.3.4 Espectrometria de massas
Espectrometria de massas tandem (MSMS)
Os espectros de massas foram obtidos por ionizacdo por electrospray (ESI)
em temperatura ambiente em espectrometro triploquadrupolo APl 4000 (Applied

Biosystems/MSD Sciex, Toronto, Canada). Foram utilizados ar ultrapuro (20 psi) e



CAPITULO i — MATERIAL E METODDS 29

nitrogénio (12 psi) como gas nebulizante e de solvatacdo, respectivamente. A
voltagem do capilar ESI foi de 5,5kV e —4,5kV no modo positivo e negativo,
respectivamente. Nos experimentos com dissociagéo induzida por colisdo (CID), a
célula de colisao (Q2) foi preenchida com nitrogénio (6,0 u.a.) e a energia de colisdo
variou de 5 a 130 eV. As amostras, previamente diluidas em 50% com CHsOH/H,O
(v/iv) com 5,0 mmol/L. de CH3COONH,, foram injetadas no aparelho usando um

sistema de inje¢cao automatico Harvard A.S.I.P. 22 (Harvard, South Natick, MA,

E.U.A.) com fluxo continuo de 10 ulL/min.

Espectrometria de massas de alta resolugao

Os espectros de massas de alta resolugéo foram obtidos em espectrémetro
Bruker Daltonics Micro-TOF (Billerica, MA). Fluxo do gas de secagem 4,0 L/min,
temperatura 200 °C, pressdo do gas nebulizante 0,40 bar, voltagem do capilar

4500 V, fluxo 180 pL/h (fluxo infusao direta).

I1.2.3.5 Cromatografia a gas com deteccdo por espectrémetro de

massas através do impacto de elétrons (CG-IE-EM).

Para a identificagdo do monossacarideo utilizou-se a metodologia adaptada
de Frenzel e colaboradores (2002). A uma aliquota extrato aquoso obtido no item
2.2.3.2 isento de agua, adicionou-se 100 pL de uma solugdo de metoxiamina 20
pg/mL em piridina mantendo-se em incubagdo por 180 minutos a 25 °C.
Posteriormente, adicionaram-se 100 ul. de MSTFA, e incubou-se por 30 minutos a
37 °C. Para analise, foi injetado 1 pL das amostras derivatizadas automaticamente

em modo split (35:1), com injetor automatico HP ALS-1100 (Hewlett Packard, Palo
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Alto, E.U.A.). O mesmo procedimento acima foi realizado com a amostra padrao
correspondente.

A separagédo e analise dos componentes foram realizadas por cromatografia
em fase gasosa, em equipamento HP 5890 ser. Il Plus, acoplado a espectrometro de
massas HP 5973 MSD monitorado pelo software ChemStation, utilizando o processo
de impacto de elétrons a 70 eV. Como gas de arraste foi utilizado hélio, com fluxo
constante de 1 cm®min, razéo de divisdo 1:20. Foi utilizada uma coluna capilar de
silica fundida SPB-50 (Supelco Park, Bellefonte, PA, EUA - 30 m x 0,25 mm x
0,25um). As temperaturas utilizadas foram de 250 °C para o injetor e de 230 °C
para a interface entre o cromatografo e o detector. A temperatura inicial da coluna foi

de 70°C durante 5 min, elevando-se 5°C/min até 310°C.

I1.2.3.6 Espectroscopia de luz infravermelha com transformada de
Fourier (IV-TF).

Os espectros de IV-TF foram obtidos a partir de amostras trituradas em

brometo de potassio (KBr) analisadas pelo modo de transmisséao, na faixa de 400 a

4000 cm™, com resolucdo de 4 cm™ em espectrometro Bomem Michelson MB100

(Bomem, Quebec, Canada).

11.2.3.7 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de 'H e '*C.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) em dimetilsulféxido
deuterado (DMSO-d6) foram obtidos em espectrometro Bruker Avance DPX 300
(Bruker, Karlsruhe, Alemanha), operando em 300,13 MHz para 'H e 75,48 MHz para
3C, com tetrametilsilano (TMS) como padrao interno. Os desvios quimicos foram

descritos em partes por milhdo (8) em relagdo ao TMS.
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O caldo de cana € possuidor de altas concentragbes de sacarose e umidade.
A resina Amberlite XAD2 favoreceu a remocgéo da sacarose, obtendo-se eluatos em
maior concentragdo. Alguns autores que oportunamente tenham analisados
compostos fendlicos em produtos obtidos a partir do caldo de cana, o fizeram
através de extracdo com solventes imisciveis com agua (Nakasone ef al., 1996;
Takara et al., 2002; Payet et al. 2005). Esse tipo de metodologia favorece a extragao
de compostos sem o incoveniente da interferéncia da sacarose e da umidade, mas
ao mesmo tempo impede a extracdo completa de compostos hidrossoluveis e/ou
glicosilados.

Pelo menos nove derivados de flavonas foram detectados no caldo de cana,
conforme comparagao dos espectros de UV/visivel obtidos da amostra com os da
biblioteca do CLAE-DAD (Figura I1.3). A maioria das substéncias é derivada de
apigenina e luteolina, a distingao entre os derivados da mesma aglicona devendo-se

provavelmente a posicdo de conjugacao no nucleo flavénico e natureza dos

agucares. Os acidos fendlicos encontrados séo derivados de acidos cinamicos.

II1.3.1 Eluato 1
O eluato 1 apresentou a maioria dos compostos fendlicos acima
mencionados. Entretanto, ndo foi possivel isolar analitos em quantidades suficientes
para identificagdo completa. Pelo fato desse eluato possuir varios derivados de uma
mesma flavona e esses diferirem pelo padrao de substituicado no anel benzénico, ou
por tipo de carboidratos, ou por conjugagéo com outras moléculas, a afinidade entre
esses compostos torna a separagdo muito complexa. Foram utilizadas diversas

técnicas de separacgdo, cromatografia de particdo, em papel, em camada delgada e
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liquida de alta eficiéncia preparativa. As mais promissoras foram cromatografia em
camada delgada e papel, pelo numero de solventes possiveis de ser utilizados.
Entretanto, o rendimento foi insuficiente para uma elucidagdo completa dos analitos
isolados. As metodologias usuais para ressonancia magnética nuclear, infravermelho
com transformada de Fourier e espectrometria de luz UV/visivel com adigdo de
reagentes ionizantes e complexantes necessitam de maiores concentragdes de
analitos. Por este motivo, os compostos fendlicos presentes no eluato 1 foram
analisados por meio de cromatografia liquida com detecgdo por arrajo de diodos
(CLAE-DAD) e por infusdo direta em espectrdbmetro de massas tandem. Essas
técnicas requerem menores quantidades de amostras e produzem resultados

satisfatdrios que serdo descritos a seguir.
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Figura I1.3. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos eluatos da extragéo
em fase soélida do caldo de cana. Eluato 1: eluato obtido com metanol;
Eluato 2: eluato obtido com metanol/hidréxido de aménio. 1: derivados de
apigenina; 2: derivados de luteolina; 3: derivados de tricina.
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I1.3.1.1 Identificagao de luteolina 8-C-glucosideo (orientina).

Foi detectado no eluato 1 um flavondide com ion precursor m/z 448 obtido
pelo modo MS. Os experimentos com dissociagdo induzida por colisdo (CID),
utilizando os produtos da varredura de ions, indicam que a substancia corresponde a
orientina, levando-se em conta sua fragmentac¢ao que é igual aos dados obtidos por
Sanchez-Rabaneda e colaboradores (2003) e Pereira e colaboradores (2005).

De Campos e colaboradores (2005), analisando os compostos fendlicos de
Piper solmsianum, observaram que a orientina possui atividade antimicética contra
fungos dermatéfitos. Desse modo, abre-se caminho para o desenvolvimento de
novas drogas antifingicas para auxiliar no tratamento de persistentes infecgdes
superficiais ocasionadas por fungos. Além disso, a orientina em baixas dosagens
tem mostrado eficiente protecdo contra danos a medula 6ssea, ocasionados por
altas doses de radiagdes, sugerindo uma potencial protecdo aos tecidos durante
radioterapia (Nayak & Devi, 2005).

A orientina € uma flavona C-glucosilada na posi¢éao 8. Esse composto tem um
isdbmero, isoorientina que possui a substituicdo C-glicosidica na posicdo 6. Em
algumas plantas de grande importancia comercial, como o maracuja, € comum
encontrar as duas formas. A quantificacdo e identificacdo por HPLC-MS destes
compostos sdo recursos Uteis para o controle de qualidade desses frutos (Pereira et
al. 2004). Através dos fragmentos é possivel diferenciar esses isomeros,

especialmente pelo fragmento m/z 299 (Figura 11.4) que tem maior abundancia em

isoorientina do que em orientina (Sanchez-Rabaneda et al. 2003, Pereira et al.
2005). Diferentemente de flavondides O-glicosilados que possuem formagéo de ions

gerados a partir de reagbes de retro Diels-Alder (RDA), os C-glicosilados possuem
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via de fragmentacgao caracteristica (Figura 11.4), a partir de clivagens no residuo de
glucose e perdas de moléculas de agua (Domon; Costello, 1988; Ma ef al., 1997,
Cuyckens & Claeys, 2004). O ion m/z 448 (Figura I1.5) apresenta perdas de parte do
agucar caracteristicas para orientina, condizente com a literatura (Sanchez-
Rabaneda et al. 2003, Pereira et al. 2005). Com essas evidéncias sugerimos que na
fragdo metandlica (eluato 1) do extrato do caldo de cana existe, entre outros

derivados de flavonas, luteolina-8-C-glucosideo com férmula molecular Co1Hz0011.



CAP{TOLO 1l - RESULTAROS E DISCussAD 36

"(@1D) oesi|oo Jod epiznpul
oedejoossIp Woo sojuswiadxs Jod opigqo ospisoon|f-O-g eunusuo sp (wapue)) sessew op oJppads3y '] einbi

opp Ock OO OBE O9E OwE OCE OOE 0BCE 0% Owd Occ 002

HE___-__________-______—___—-_____-___________—______-___-_____-____-F_!______—_____—___——__—__—_—______—_—_-___-_____________ D
¢ B6C gl [
. _ ¢ B5E ; . - %
[H + W £ By il +@ Wm | GO7 K
Log)
¢ 87t
+X~.o

‘oedebl| ep wabeal|o e 811000 spuo wesipul soplosqns sO (1661) 12} BN @ (8861) 0]181s09 & uowo(

Jod epejope einjejouswiou B WOD 0pIodoe ap 0apisoon|B-)-g eunusiio ap oedejuswbel) ap eiA @ einnisg I einbi4




CAPITULO I - RESULTADOS E DISCUSSAD 37

I1.3.1.2 Identificagdo de 3-hidroxi-1-[4,5-dihidroxi-3-metoxifenil]-2-[4-(3-hidroxi-

1-(E)-propenil)-2,6-dimetoxifenoxi]-propil-p-D-glucopiranosideo.

Foi detectado no eluato 1 uma lignana glicosilada com ion precursor m/z
585 obtido pelo modo MS (Figura I1.6 A). Os experimentos com dissociacao
induzida por colisdo (CID), utilizando os produtos da varredura de ions (Figura I1.6
B), indicam que a substancia possui féormula molecular C27H37014 , levando-se em
conta sua fragmentagcdo semelhante aos dados obtidos por Nakasone e
colaboradores (1996) e Takara e colaboradores (2002).

O termo lignana esta relacionado a compostos cujo esqueleto resulta de
ligagbes entre duas unidades derivadas de 1-fenilpropano (Bruneton, 1995). A
lignana isolada é derivada da ligacdo entre os alcoois sinapilico e 5-hidréxido-
coniferilico com substituicdo na posi¢ao 7 por glucose (Figura 11.6 C).

Em kokuto, um produto similar a rapadura muito comum no japao,
produzido a partir do suco de cana-de-agucar, foram isolados fenilpropandides e
lignanas com propriedades antioxidantes (Nakasone ef al., 1996; Takara et al.,
2002). Lignanas, detectadas e identificadas em liquidos corporeos humanos, s&o
de origem vegetal e possuem peso molecular e estruturas similares aos
esteroéides, implicando que elas poderiam ser importantes moduladores dietéticos
no sistema hormonal humano (Bannwart ef al., 1984; Setchel et al, 1984,
Adlercreutz, 1988; Adlercreutz et al, 1990). Muitas lignanas possuem
propriedades citotdxicas e antimitéticas, entretanto algumas sao utilizadas com
finalidades terapéuticas, por suas fungdes protetoras dos disturbios coronarianos

(Vanharanta et al., 1999; 2002). A podofilotoxina, extraida de Podophyllum
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peltatum L., inibe o crescimento de tumores com mecanismo em agao em nivel
dos microtubulos durante a divisédo celular (Bruneton, 1995)

A lignana detectada no eluato 1 é similar a encontrado em Kokuto, a
distingdo entre elas devendo-se ao padrao de oxidagdo do grupo fenil. O
composto identificado em kokuto possue um grupo hidroxi a menos do que o
composto encontrado no caldo de cana. Takara e colaboradores (2002) indagam
a procedéncia das lignanas isoladas de kokuto, cuja produgdo requer
aquecimento e variagio do valor de pH. Em nosso trabalho, podemos afirmar que
essa nova lignana, semelhante a encontrada no produto processado, nao é um
artefato decorrente de processamento, pelo fato do caldo de cana ser obtido

apenas por expressao da cana-de-agucar.
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I1.3.2 Eluato 2
O eluato 2, previamente isolado por extracao em fase soélida (EFS) apds
cromatografia preparativa, apresentou trés bandas. Duas bandas (2.1 e 2.3) de
menor intensidade de cor azul, e uma banda intermediaria (2.2) de cor purpura
com maior intensidade, com a qual foi possivel obter quantidades suficientes para

as etapas necessarias a identificacdo completa de sua estrutura.

I1.3.2.1 Identificagao do analito 22 (tricina-7-O-B-(6"-p-

metoxicinamato)-glucosideo).

Com a confirmagdo do grau de pureza por CLAE (Figura I1.3), foram
obtidas informagdes iniciais a estrutura da molécula atravées de dados
cromatograficos. O analito apresentou Rf 0,27 em &acido acético 15% (AcOH),
0,06 em BAW e 0,756 em CAW. Flavonas glicosiladas, como a isolada no presente
trabalho, quando cromatografadas em acido acético apresentam valores de Rf
crescentes com o aumento do numero de agucares (Markham, 1982). Williams e
colaboradores (1973), trabalhando com tricina mono e di-glucosiladas observaram
maior Rf em diglicosideos por cromatografia em AcOH. O valor de Rf do analito
em 4cido acético & condizente com um monoglicosideo (Williams et al. 1973).
Entretanto, quando utilizado o sistema BAW, o valor do Rf do analito ficou muito
abaixo dos valores relatados por Williams e colaboradores (1973). A acilagéo no
glucosideo provavelmente é responsavel pelas diferengas observadas. Os altos
valores de Rf do analito quando cromatografado em CAW sé&o coerentes com

padrées acilados e agliconas metoxiladas (Markham, 1982).
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A mancha obtida no cromatograma apresentou tonalidade purpura sob luz
UV e, quando exposta a vapores de amonia, alterou-se para o amarelo. Essas
caracteristicas sado préprias para flavonas com padrao 5, 4’- di-OH (Markham,

1982).

Figura I1.7. Estrutura molecular sugerida para o analito 2.2 (tricina-7-

O-f-(6"-p-metoxicinamato)-glucosideo).
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I1.3.2.1.1 Espectrofotometria de UV/visivel

O analito 2.2 foi ressuspendido em metanol e submetido a analise
espectrofotométrica de UV/visivel. Duas bandas de maior absor¢céo na regiao de
240-400 nm foram obtidas (Figura II.8) Essas bandas sao geralmente referidas a
banda | (345 nm) e banda .II (272 nm). A banda | esta mais associada ao anel B
(derivados biossinteticamente de chiquimato), e a banda Il com o anel A
(derivados biossinteticamente de acetato). A banda | fornece informagdes sobre o
tipo de flavondide, assim como o seu padrao de oxidagao. O valor da banda | (345
nm) corresponde a uma flavona e como a mancha em cromatograma em papel é
purpura a luz UV, conclui-se que ha um grupo 5-OH.

A adicao de reagentes ionizantes e complexantes nas amostras analisadas
auxiliou na elucidagdo da estrutura e localizagédo da substituicdo. Hidroxido de
potassio € uma base forte e ioniza os grupos hidroxilicos no nudcleo do flavonoide
(Mabry et al., 1970), sendo utilizado portanto, para a detec¢ao de grupos 4-OH e
7-OH livres. A adicdo de KOH a solugdo metanélica produziu um desvio
batocromico de 56 nm com aumento de intensidade na banda |, indicando a
presenca de um grupo 4'-OH livre. Ha uma substituicdo na posicéo 7 do anel A
(Figura I1.8). Essa substituigdo na posicdo 7 do anel A foi confirmada pela
auséncia de um desvio entre a banda Il da solugdo metandlica e a banda |l da
solucdo metandlica com adigdo de acetato de sédio (Colombo et al., 2005).

O padrdo de oxidacdo do anel B foi estabelecido com adicdo de
complexantes (AICI3). Esse reagente forma complexo acido-labil com hidroxilas

vicinais, € como no anel B ha metoxilas em 3’ e 5’ nao ha formacgao de complexo
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com AICI3;, o que é consistente com o padréao proposto para a estrutura (Figuras

11.7 e IL.8).
2,5+
] 2,0 ——MeOH 272, 345
% MeOH 272, 345 \ -—— NaOAc 272, 348, 430
204y e KOH 295,401 §% | ----- HBO, 272,345

T T T v v ! ) ; 0 ' I
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L S . HCI 278, 358, 395
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Figura I1.8. Espectros de luz UV/visivel do analito 2.2. Glicosideo em metanol

(MeOH) e metanol com o acréscimo de reagentes complexantes (AICIs, AICI; +
HCI, NaOAc + H3BO3) e ionizantes (KOH e NaOAc) e seus respectivos valores

de absorbancia.
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I1.3.2.1.2 Espectrometria de massas tandem (ESIMSMS)

O ion precursor m/z 651 ou 653 do analito 2.2 foi obtido através do modo
MS, com o primeiro quadrupolo (Q1) gerando ions nos modos negativo ou
positivo, respectivamente (Figura 11.9).

Os experimentos com dissociag¢ao induzida por colisdo (CID), utilizando os
produtos da varredura de ions, indicam a presenca de tricina, ao levar-se em
conta os padrdes de fragmentacao, no modo positivo e negativo que resultam em
picos correspondentes a tricina em m/z 329 e 331, respectivamente (Esquemas
I1.2 e I1.3, Figura IL.9).

Alguns dos ions obtidos a partir de reagbes de retro Diels-Alder (RDA) sao
uteis para determinagéao estrutural das substituicdes dos anéis A e B, e é possivel
distinguir isdbmeros de flavonas com massa molecular idénticas (WU et al. 2004).
No caso da fragmentagao do analito 2.2 (Esquema I1.2 e I1.3) obtida por CID,
evidencia-se a perda de grupos metilas (CHs) apds a desglicosilacdo, um fato
coerente com a estrutura da tricina, que & portadora de dois grupos metoxila no
anel B (Figuras 11.7 e I1.8). Esse resultado & corroborado tanto pelos dados de
UVvisivel quanto pelos verificados em CCD.

Com essas evidéncias sugerimos que o analito isolado a partir do caldo de

cana apresenta formula molecular C33H1403.
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Esquema II.2. Fragmentagdo por dissociagdo induzida por colisdo
proposta para tricina-7-O-4-(6"-p-metoxicinamato)-glucosideo, baseada no
espectro de massas (MS/MS) no modo negativo.
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I1.3.2.1.3 Cromatografia a gas com detecgdo por espectrometria de massas
(CG-IE-EM).

A Figura I1.10 mostra o cromatograma conjuntamente com os dois
espectros de massas obtidos por CG-IE-EM referentes ao carboidrato obtido apos
a hidrélise do analito 2.2. A fragmentacdo e o tempo de retengédo foram
comparados com amostra padrao de glucose e com dados da biblioteca NIST 98.
O tempo de retencao de 40,16 minutos e os fragmentos m/z 73, 217, 361 e 437

sdo caracteristicos de glucose.
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Figura I1.10. A: Cromatograma do carboidrato isolado a partir da hidrélise do
analito 2.2, B: espectro de massas do carboidrato do glucosideo e C: espectro

de massas de glucose da biblioteca NIST98.
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I1.3.2.1.4 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (IV-
TF).

A Figura I1.11 mostra trés espectros de IV-TF referentes ao glicosideo, a
aglicona e ao aglcar com o acido metoxicinamico acilado do analito 2.2. Ha duas
bandas correspondentes a carbonila (C=0) no espectro do glicosideo. A hidrélise
do glicosideo, realizada conforme o item 11.2.2.2.2, cliva o glicosideo na posigéo
C-7, liberando-se o agucar conjugado a aglicona (Figura I1.12).

A banda de C=0 no espectro do glicosideo em 1.619 cm™ refere-se a
carbonila em C-4 da tricina, a qual estabelece ligagdo de hidrogénio
intramolecular com o grupo hidroxila C-5 (Figura 11.12). A banda em 1.639 cm™
corresponde a carbonila do residuo de metoxicindmico esterificado a glucose
(Figura I1.12C). A posi¢ao dessa banda & coerente com a conjuncao da carbonila
com as ligagbes olefinicas do acido metoxicinamico. O espectro da aglicona que
apresenta apenas uma banda, em 1.621 cm™, refere-se a carbonila associada ao
grupo hidroxila C-5 (Figura 8 e 9B). O espectro do agucar esterificado pelo acido
metoxicinamico também apresenta apenas uma banda de carbonila em
1639 cm’, referente ao acido metoxicinamico (Figura 11 e 12C). Wang e
colaboradores (2004), trabalhando com Pleioblastus amarus (Gramineae)
observaram que a associag¢ado da carbonila C-4 com o grupo hidroxila C-5 do éter
7-metilico da tricina 4’-O-glucopiranosideo resulta em absorcdo em 1623 cm™.
Dordevic e colaboradores (2000) trabalhando com Salvia officinalis L. (Labiateae)
também relataram a ocorréncia da banda em 1.616 cm™, correspondente

carbonila da luteolina. No entanto, Wang e colaboradores (2004) observaram que
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no éter 7-metilico da ftricina-5-O-glucopiranosideo a banda correspondente a
carbonila ocorre em 1.643 cm™. A diferenca para maior comprimento de onda da
referida banda é devida a auséncia de ligagdo de hidrogénio da carbonila com a
hidroxila em C-5, ja que a glicosilagéo ocorre na hidroxila da posi¢ao C-5. Sendo
assim, com esses dados sugerimos que ha duas carbonilas no glicosideo, uma
referente a carbonila em C-4 e a outra no residuo do acido metoxicinamico
esterificado a glucose, e ainda que ha uma hidroxila em C-5 (Figura I1.7).

O espectro de IV-TF do glucosideo também indica a presenca de hidroxilas
(banda em 3.415 cm™), anel aromatico (1.515, 1.499 e 1.458 cm™"), estiramento
vibracional (1.217 e 1.114 cm™) e deformacdo (1.428 cm™) do alcool simétrico

(Figura I11.11 e Tabela I1.1).

Tabela II.1. Dados sobre espectro do analito 2.2 no infravermelho com

transformada de Fourier.

Aem” Glicosideo
3.415 OH —fendlicas e alcodlicas
1.639 C=0 - conjugada com C=C
1.619 C=0 - do nucleo flavonodide
1515, 1.499 e 1.458 C=C - aromaticos
1.217e 1.114 C-O - estiramento vibracional do alcool simétrico

1.428 OH - deformacgéo do alcool simétrico
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Figura I1.11. Espectros de IV-TF do analito 2.2. A: glucosideo, B: aglicona e C:

agucar com o acido metoxicinamico acilado. C=0: carbonila.
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Figura 11.12. Clivagem do O-glicosideo referente ao analito 2.2 na posi¢gdo C-7

através de hidrélise acida com HCI 2N. Aa: residuo de glucose, Ab:residuo de

acido metoxicinamico, e B: residuo de tricina.

I1.3.2.1.5 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de 'H e °C.

Os dados de RMN 'H e "*C do analito 2.2 em solugdo de DMSO-d6 sao

apresentados na Tabela I1.2 e indicam a presenga de residuos de tricina, hexose

e acido metoxicinamico. O sinal de um préton anomérico € observado em 6 5,27
(d, d = 7,4 Hz, H-1") correspondente ao préton do H ligado ao C-1"da glucose que
esta ligado a hidroxila da posi¢éo 7 da tricina. Os sinais do anel B s&o de dois
picos singletos (H-2’, H-6’) em & - 7,37 ppm, indicando oxigenag¢do em C-3’, C-4’ e
C-5', corroborando os dados obtidos com o espectro de UV/Visivel. As duas
metilas nas posi¢des 3' e 5’ do anel B apresentam deslocamentos em & 149,1

ppm no espectro RMN '*C (Agrawal et al., 1989). Esses valores sdo semelhantes
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aos encontrados por Wang e colaboradores (2004) em pleiosideo B, uma ftricina
glicosilada isolada das folhas de Pleioblastus amarus.

Os sinais dos espetros de RMN de 'H e *C correspondentes ao aglicar
sao coerentes com os valores conhecidos de glucose. Sua configuragéo g foi
deduzida pela constante de acoplamento do préton do carbono C-1" da glucose
com a tricina (Agrawal et al., 1989).

A acilagdo ocorre na hidroxila 6’ do aguicar. O espectro de 'H, indica a
presenca de um par de dubletos orto-acoplados com J=8,4 Hz, correspondente a
dois pares de prétons degenerados, H-6™ e H-8” em 6,72 ppm e H-7"” e H-9” em
7,4 ppm, apresentando um padrdo AA'BB’ com constante de acoplamento (J=8,4
Hz) indicam que o grupo metoxila esta na posi¢ao para no acido metoxicinamico.
Um pronunciado desvio para campo mais baixo dos protons 6-metilénicos do
glucosideo em & 5,12 e 4,13 ppm sugere que a acilagdo com o acido

metoxicinAmico ocorreu na regiao terminal da glucose.
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Tabela I1.2. Dados sobre os desvios quimicos (8) e constantes de acoplamento (J)
de RMN de 'H e ™C de tricina-7-O-B-(6"-p-metoxicinamato)-glucosideo em

DMSO-d6 (6 em ppm, J em Hz).

posicéo 'H @

2 165,01
3 7,07 - (s) 101,50
4 182,86
5 161,88
6 6,39-(d, J=1,1) 100,24
7 163,35
8 6,87 —(d, J=1,1) 95,32
9 157,65
10 : 105,25
1 120,99
2 7,37 —(s) 104,73
3 149,01
4 140,90
5 149,01
6 7,37 - (s) 104,73
3, 5'—OCH, 3,72 —(s) 57,19
1 5,27 —(dd, J = 12,0; 4,8) 98,21
2" 3,39 — (t, J=8,8) 72,63
3 3,57 — (t, J=8,8) 77,79
g 3,31 —(t, J=8,8) 71,29
5 3,89 — (m) 77,89
6" 4,13 —(dd, J = 12,0, 6,6) 68,02

512—(d, J=74)

- . 182,86
2" 6,30 - (d, J = 15,6) 129,49
3" 7.69-H-3"(d, J=156) 132,45
4" 120,99
5" ' 7,34 -(d, J = 8,4) 129,49
6” 6,72 -(d, J =8,4) 104,73
7 157,65
8” 6,72-(d, J =8,4) 104,73
9" 7,34-(d, J=84) 129,49

7" - OCH3 3,72 —(s) 57,19
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I1.4 CONCLUSOES

Os compostos fendlicos identificados na cana de agucar apresentaram-se
glicosilados, com substituicao por glucose. Foram identificadas trés substancias,
sendo duas ainda desconhecidas: Orientina, uma flavona C-glicosilada; tricina-7-
O-f4-(6"-p-metoxicinamato)-glucosideo;  3-hidroxi-1-[4,5-dihidroxi-3-metoxifenil]-2-
[4-(3-hidroxi-1-(E)-propenil)-2,6-dimetoxifenoxi]-propil-p-D-glucopiranosideo, uma
lignana glicosilada. Tanto o derivado de tricina, quanto a lignana glicosilada
apresentaram-se com metoxilagcdo em sua estrutura.

Os procedimentos utilizados neste trabalho para a extragdo, purificacéo e
identificacdo de compostos fendlicos possibilitaram a ampliagdo do perfil de um

alimento muito popular em nosso pais.
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PERDAS DE COMPOSTOS FENOLICOS DURANTE O
PROCESSAMENTO DO ACUCAR E ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE DO CALDO MISTO E SEUS PRODUTOS.
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III.1 INTRODUGAO

A importancia da cana-de-agucar advém de sua multipla utilizagéo, podendo
ser empregada in natura, para alimentagdo animal ou como matéria-prima para a
fabricagdo de melado, rapadura aguardente, agucar e alcool.

O mercado de agucar compreende varios tipos de produtos, dentre os quais
podem-se destacar o agucar, agucar invertido e o subproduto melago, que servem
como bens intermediarios na produgao de ingredientes especificos (Alves, 2004). O
agucar VHP (Very High Polarization) é utilizado como insumo no processo de
refinagdo. Seu processamento pode originar tanto o agtlcar cristal como o refinado
amorfo ou refinado granulado sobre o qual recai a preferéncia da maioria dos
importadores do agucar brasileiro (Cosan, 2002).

O setor sucroalcooleiro, nos ultimos anos, tem se destacado pelas inovagoes
tecnologicas. O setor vem deixando a atividade extrativista e investindo cada vez
mais na formagdo de uma agroindustria integrada que explora as diversas
possibilidades energéticas e alimenticias da cana-de-aglcar (Martins, 2004). Os
métodos convencionais, utilizados pelas usinas, consistem de tratamento térmico e
quimico do caldo e xarope (Kumar et al., 1992). Essas etapas tém como objetivos a
concentragdo da sacarose, € a obtengcdo de um aglicar mais claro, através da
remocdo de pigmentos. Os pigmentos e precursores que vém com o caldo sao
coloides, proteinas, pectinas, compostos inorganicos e organicos. Além disso,
dependendo das condigbes de corte, do carregamento, do transporte, do tipo de
estocagem e do tratamento dado na usina, os compostos fendlicos podem se oxidar
e se ligar aos polissacarideos (Cosan, 2002).

Os compostos fendlicos na cana-de-aglicar atuam como antioxidantes.

Nakasone e colaboradores (1996) isolaram cinco compostos antioxidantes a partir
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do extrato de “kokuto”, um produto similar a rapadura utilizado no Japdo como
adocante natural. Takara e colaboradores (2002) elevaram para treze 0 numero de
compostos fendlicos presentes em “kokuto” com atividades antioxidantes, algumas
das substancias apresentando atividade superior a do a-tocoferol. A atividade
antioxidante também foi observada por Payet e colaboradores (2005) em sete
amostras de agucar.

Este trabalho tem como objetivos avaliar as perdas de compostos fenélicos
durante o processamento industrial do aglcar e a atividade antioxidante do caldo

misto e seus produtos obtidos pelo processo industrial.

I11.2 MATERIAL E METODOS
1I1.2.1  Material

II1.2.1.1 Amostras de cana in natura

O material utilizado para as analises foi coletado na safra de maio de 2003, na
Usina Cosan, municipio de Piracicaba — Séao Paulo.

As variedades SP801842 (V1), SP813250 (V2) e RB835480 (V3) utilizadas na
producgao de agucar foram coletadas e catalogadas assim que foram descarregadas
dos caminhdes que chegavam a usina. As amostras foram separadas
individualmente em topo, meédio e base e mantidas sob refrigeracdo. No laboratério,
o material foi lavado, descascado individualmente (para utilizacdo apenas da
medula), sendo em seguida fragmentado e imediatamente congelado em nitrogénio
liquido. As amostras foram armazenadas em freezer a — 80 °C até o momento das
analises, quando foram trituradas e homogeneizadas em gral com pistilo sob

nitrogénio liquido.
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II1.2.1.2 Amostras dos produtos da cana
Na usina foram coletadas amostras do caldo de cana diretamente da moenda,
denominado caldo misto (CM). Nas etapas de concentragdo do caldo foram
coletados melaco (MEL), xarope (XPE) e agucar VHP (VHP). Todo o material foi

mantido em freezer a —18 °C.

II1.2.1.3 Reagentes e padrbes
Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico, ou grau HPLC quando
necessario. Luteolina, apigenina, acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-
carboxilico (Trolox), p-caroteno, monopalmitato de polioxietilenosorbitana (Tween
40) e os acidos caféico, cumarico, ferulico e linoléico foram obtidos da Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA), o acido clorogénico, da Apin Chemicals
(Abingdon, Reino Unido), e 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPHe) da Aldrich Chemical

Co. (Milwaukee, WI, EUA).

[11.2.2 METODOS

II1.2.2.1 Determinagao de soélidos totais
A determinagéao de soélidos totais foi realizada pesando-se cerca de 2 g de
amostra em cadinhos de aluminio com tampa, e colocados em estufa a vacuo a
70°C até peso constante, sob pressdo < 100 mm Hg (AOAC, 1995). As

determinagdes foram realizadas em ftriplicata.

I11.2.2.2 Determinagao do teor de sélidos sollveis (°Brix)
A determinacéo do teor de solidos sollveis nas amostras liquidas foi realizada

utilizando-se um refratdbmetro de alto contraste (Shibuya optical Co. LTD., Tokyo,
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Japao), apos filtragdo das amostras em papel de filtro Whatman n°® 6. As

determinagdes foram realizadas em ftriplicata.

II1.2.2.3 Determinagéo e quantificacdo de flavonoides e acidos cinamicos
a. Extragéo
A extracao em duplicata foi realizada homogeneizando-se cerca de 25 g de
amostra em 100 mL de metanol/agua na proporg¢ao de 70:30 (incluindo a agua das
amostras), utilizando-se Ultra-Turrax (Polytron®-Kinematica GnbH, Kriens-Luzern,
Suiga), por 1 minuto em velocidade média, em banho de gelo. Os extratos obtidos
foram filtrados utilizando-se papel de filtro Whatman n° 6. O residuo foi re-extraido
mais duas vezes com 50 mL da mesma solugao. Os exiratos foram concentrados
sob pressdo reduzida em Rotavapor (RE 120 — Biichi, Flawil, Suiga), em banho a

40°C, até remogao do metanol.

b. Extragdo em fase sdlida

O volume restante do extrato, livre de metanol, obtido acima foi ajustado com
agua deionizada para 50 mL em baldo volumétrico e uma aliquota de 25 mL foi
passada em coluna de 1 g de poliamida CC6 (Macherey-Nagel Gmbh & Co., Diren,
Alemanha), preparada em seringa de 6 mL (HPLC Technology, Hertforshire, Reino
Unido). As colunas foram pré-condicionadas pela passagem de 20 mL de metanol e
60 mL de agua deionizada. Apos a passagem do extrato aquoso, a coluna foi lavada
com 20 mL de agua e a eluigéo dos flavondides foi realizada com 50 mL de metanol
e posteriormente com 50 mL de metanol:hidréxido de aménio (99,5:0,5). O fluxo dos
solventes através da coluna foi monitorado utilizando-se manifold Visiprep 24 DL da

Supelco (Bellefonte, PA, E.U.A.).
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Apds secagem completa dos eluatos através de rotaevaporagéo sob pressao
reduzida, os residuos foram ressuspendidos em 1 mL de metanol HPLC e filtrados

utilizando-se filtros de polietileno com membrana PTFE (Millipore Ltd., Bedford, MA,

E.U.A.) de 0,25 ym de poro.

c. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A determinagcdo dos flavonoides e acidos cindmicos nas amostras foram

realizadas conforme o item 11.2.3.1. A calibragao foi realizada através da inje¢do dos

padrées em ftriplicata em cinco concentrag¢des diferentes, de 0,5 a 10 pg. Os picos
obtidos nos cromatogramas com espectro similar a um dos padrdes utilizados foram
quantificados com comprimento de onda e curva de calibracdo especifica. Os
resultados foram expressos em mg de aglicona/100 g de amostra, em base umida

(b.u.).

II1.2.2.4 Atividade antioxidante

Os produtos da cana-de-agucar obtidos pelo processo industrial foram
utilizados para analisar a atividade antioxidante através de dois métodos:

a. Sistema f-caroteno/acido linoléico

A determinagao foi feita de acordo com Marco (1968) com algumas
modificagées (Duarte-Almeida et al. 2006). Para o preparo de mistura reativa, foram
adicionados 20 pL de acido linoléico, 200 uL de Tween 40, 25 uL de uma solugdo de
p-caroteno (2 mg/mL cloroférmio) e 500 pL de cloroférmio em erlenmeyer. Apés a
secagem completa do cloroformio sob nitrogénio, foram adicionados

aproximadamente 25 mL de agua previamente saturada com oxigénio durante 30
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minutos e agitoufse vigorosamente a solugdo. A mistura reativa assim preparada
ficou limpida e apresentou absorbancia entre 0,6 € 0,7 em 470 ym.

A analise foi realizada utilizando-se uma microplaca de poliestireno com 96
cavidades (Costar, Cambrigde, MA, E.U.A.) para uso em comprimento de onda entre
340 e 800 ym. Em cada cavidade da microplaca foram adicionados 250 ul. dessa
mistura reativa, 10 pL de metanol para o controle, ou o mesmo volume para as

solugdes-padrdo em metanol e os extratos obtidos no item I11.2.2.3. Esses extratos

foram ajustados para a concentragdo de 100 uM com metanol, quando necessario.
As leituras das absorbéncias foram realizadas no inicio e com intervalos de 15
minutos durante 180 minutos a 45°C, em espectrofotdbmetro de microplaca
Benchmark Plus (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, E.U.A)).

A porcentagem de inibi¢do da oxidacdo foi calculada através do decaimento
da absorbancia a 470 nm do controle (Ac), que deve ficar abaixo de 0,2 para ser
considerado 100% da oxidagédo, apdés 180 minutos de reacdo. A queda da
absorbancia das amostras (Aam) foi correlacionada com a queda do controle, e assim
estabeleceu-se a porcentagem da inibicao (% 1) da oxidacdo atraves das seguintes
férmulas:

AcC = AbS inicial -~ ADS final

Aam = AbSinicai - ADS final

Ac - Aam X
Ac

% Il = 100

Como padrao de referéncia foi utilizada uma solugdo metanélica de Trolox na

concentragéo de 5 pM.
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b. Redugéo de radicais livres

A atividade antioxidante foi determinada através de redugéao do radical estavel
DPPHe (2,2-difenil-1-picrihidrazila) pela ag¢do dos antioxidantes presentes na
amostra (Brand-Williams, 1995). Uma solugdo metandlica de DPPHe+ (~20 mg/mL) foi
preparada de forma a apresentar absorbancia entre 0,6 € 0,7 em 517 ym.

As determinagbes foram realizadas em microplaca de poliestireno com 96
cavidades (Costar, Cambrigde, MA, E.U.A.) para uso em comprimento de onda entre
340 e 800 mm. Em cada cavidade da microplaca foram adicionados 250 pulL da
solucéo de DPPH-, 40 pL de metanol para o controle, ou 0 mesmo volume para as
solugbes-padrao em metanol ou os extratos obtidos no item 1I1.2.2.3,
adequadamente diluidos. As leituras das absorbancias foram realizadas em
espectrofotdmetro de microplaca Benchmark Plus (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA, E.UA)). Como padréo de referéncia foi utilizada uma solugdo metandlica de
Trolox na concentragdo de 80 pM. O decaimento da absorbancia das amostras
(Aam), correlacionado ao decaimento da absorbancia do controle (Ac), resulta na
porcentagem de redugao de radicais livres (% RRL), que pode ser expressa através
da seguinte férmula:

Ac - Aam
—_— X
Ac

% RRL = 100

I1.2.2.5 Andlise dos resultados
Os resultados obtidos neste estudo sdo paramétricos, sendo expressos como
média e desvio padrao da média. A analise estatistica foi realizada utilizando-se o
programa Statistica versao 5.0 da StatSoft (Tulsa, OK, E.U.A.). Os testes escolhidos

foram Analise de Varidncia de uma via (One-Way ANOVA) e quando detectadas
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diferencas na ANOVA, foi aplicado o teste post hoc Newman-Keuls, para precisar as
diferencgas estatisticas. O nivel de significancia adotado foi de * p<0,05 e ** p<0,01.
Quando necessario, foram determinadas as correlagées paramétricas dos dados. O
nivel de significancia foi estabelecido como: 0 a 0,6 - correlagéo nula ou inexistente,
0,61 a 0,8 - moderada e 0,81 a 1 - forte. A Analise de Componente Principal (PCA)

foi realizada utilizando-se o programa Fitopac versao 1.5.

III.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Sabendo-se que em determinadas regides de material vegetal ha diferengas
na concentracdo de compostos fendlicos (Salatino et al., 1988), e também por causa
da utilizagdo integral do material pela usina, ndo havendo separagdo de material
durante as etapas de fragmentagdo ou moagem, a homogeneizagdo das amostras
foi realizada ap6s a pulverizagao. Os produtos da cana-de-agucar foram coletados
durante as etapas do processamento do aglcar, para se averiguar a composi¢ao

dos compostos fendlicos e avaliar suas atividades antioxidantes.

I11.3.1 Teor de sodlidos totais das amostras in natura e dos produtos da cana-
de-agucar
A Tabela III. 1 mostra praticamente o mesmo teor de sdélidos totais, para as
diferentes variedades de cana-de-agucar. Os resultados, préximos a 28%, sao
condizentes com os de Martins (2004). Todavia, ha uma grande variagao dos teores
de solidos totais entre os produtos obtidos por moagem da cana-de-agtcar. O caldo
misto apresenta uma redugé@o de 52% de sélidos totais em relagdo as canas in
natura, isso provavelmente decorrente da remocgéo das fibras e da diluigdo do caldo

pelo processo de embebigcdo (COSAN, 2002). O xarope, apos ser submetido a
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concentracado por meio de evaporagao de agua, tem seus teores de sélidos totais
aumentado em cerca de 4 vezes. O melago e o xarope apresentam teores de sélidos
totais pouco inferior ao descrito no procedimento da indlstria. O agucar VHP tem o

maior teor de solidos totais dentre as amostras analisadas.

Tabela II1.1. Teores de soélidos totais e solaveis (°Brix) das variedades de cana-de-
agucar e seus produtos.

Amostras % Sélidos totais* °Brix
V1 27,0+0,3 n.a.
V2 27,3+ 0,1 n.a.
V3 27,1+0,2 n.a.
CM 14,0 £ 0,1 15 +1
XPE 56,7 + 0,0 57+0
MEL 76,3+0,4 80 £ 1
VHP 99,9+0,0 n.a.

Obs.: V1: SP801842; V2: SP813250; V3: RB835486; CM: caldo misto; XPE:
xarope; MEL: melago e VHP: agucar VHP.; n.a: ndo analisado; *média e desvio
padrao de trés replicatas.

II1.3.2 Teores de sdlidos solaveis (°Brix) dos produtos da cana-de-agucar.

Os teores de soélidos soltveis no caldo misto, xarope e melago expressos em

°Brix sdo apresentados na Tabela III.1. O caldo misto, em média com 15 °Brix, apos

tratamento quimico para remogao de impurezas € submetido a evaporagao de agua,

elevando o teor para 30 °Brix (Cosan, 2002). A evaporagdao da agua eleva a
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concentragao da sacarose e assim obtém-se o melago com cerca de 70 °Brix. Esse
melago é transferido para tachos, onde sera submetido a alta temperatura sob
pressdo, com o que o teor alcangara valores entre 90 e 95 °Brix (Cosan, 2002).

Esses resultados sdo no geral coerentes com o teor de solidos totais, que é

proporcional ao teor de soélidos sollveis (Tabela 111.1).

I11.3.3 Perfil dos compostos fendlicos das amostras in natura e dos produtos da
cana-de-agucar.

Os derivados de flavondides foram designados segundo a respectiva
aglicona. Assim, os derivados de apigenina, luteolina e tricina foram referidos como
apigenina, luteolina e ftricina, respectivamente. Os acidos clorogénicos foram
referidos como isdmeros do acido clorogénico. Os derivados de acidos caféico e
fertlico, conjugados ou nao, foram designados derivados de acido caféico e ferulico,
respectivamente. Os acidos o-, m-, p- e metdxi cumarico, conjugados ou nao, foram
designados acido cumarico.

Durante a extragdo em fase sélida com metanol, observou-se que a maioria
dos acidos cinamicos e flavonas foi extraida com esse solvente. Entretanto, como
mencionado no capitulo anterior (item II.3), os derivados de tricina foram extraidos
quase que totalmente com o sistema de solventes metanol/hidroxido de aménio
(Anexos 1, 2 e 3). Para efeito de avaliagao quantitativa e qualitativa do perfil das
amostras, os valores obtidos foram computados integralmente.

De acordo com a Figura I11.1, o perfil de compostos fendlicos das variedades

de cana-de-agticar &€ composto predominantemente por acidos fendlicos (derivados

dos acidos caféico, clorogénico, cumarico) e, em menor concentracao, flavondides.
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As agliconas dos flavondides detectados (apigenina, luteolina e tricina) pertencem a
classe das flavonas.

Por meio de analise por eletroforese de alta voltagem, Faber e Carpenter
(1972) sugerem a presencga de flavonois entre os compostos fendlicos que compdem
os corantes da cana-de-agucar. Os flavonois detectados por esses autores foram
quercetina, rutina e campferol. Esse resultado nao foi corroborado por outros autores
que analisaram tanto o material vegetal quanto os respectivos produtos (Paton 1978;
Curtin & Paton 1980; Mabry et al. 1984; Paton 1992; McGhie 1993; Takara et al.

2002; Colombo et al. 2005).
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Figura II1.1. Teores de compostos fendlicos de variedades de cana-de-aglcar em
base umida obtidos por CLAE-DAD. V1. SP801842; V2: SP813250;
V3: RB855486. api: derivados de apigenina; lut: derivados de luteolina;
tri: derivados de tricina; caf: derivados do acido caféico; clo: isomeros do acido
clorogénico; cum: derivados do acido cumarico; fer: derivados de acido ferulico.
Médias e desvios padrdes de seis replicatas.

Nas Liliopsida (monocotiledéneas), as flavonas sd@o flavonoides
predominantes na maioria das éspécies. Nas Poaceae (Gramineae) nao se tém
detectado antocianinas (Vickery & Vickery, 1981; Harborne & Williams, 2000).
Alguns autores (Smith & Hall, 1972) destacam a presenga de antocianinas em
variedades de cana altamente coloridas na casca do colmo, e nos apices da planta.
As antocianinas estdo relacionadas as cores de flores e frutos, determinando
coloragbes que variam do vermelho ao azul, dependendo do pH. Entretanto, tanto a
polinizacdo das flores quanto a dispersao dos frutos das Poaceae séo realizadas
pelo vento, ndo ocorrendo produgdo dessas substancias para a atragdo de

polinizadores ou dispersores (Vickery & Vickery, 1981).
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Os derivados de luteolina sdo os flavondides com maior expressdo nas
variedades analisadas, representando cerca de 44% do total dos flavondides
detectados. As variedades V1 e V3 mostram teores semelhantes de flavonodides,
com cerca de 30% a mais do que a variedade V2. Paton & Duong (1992), analisando
vinte variedades de cana observaram que a expressdao da coloracdo estava
relacionada ao decréscimo da concentragdo do acido clorogénico, de alguns
compostos fendlicos neutros e de flavonéides luteolinicos, isto é, flavonas com um
grupo orto-di-hidroxila. Isto indica que todos esses compostos participam da reagao
de escurecimento e que a reagdo pode envolver mais do que uma enzima e
mecanismos oxidativos (Paton & Duong, 1992). O acido clorogénico pode atuar
como substrato na rea¢éo de escurecimento enzimatico devido a presenca do grupo
orto-difenil em sua estrutura (Bucheli & Robinson, 1994). Paton (1992), trabalhando
com cana-de-agucar destinada a producéo de agucar, detectou 1,0 mg/100 g de
acido clorogénico em uma variedade de cana australiana. Esse resultado é bem
inferior ao apresentado pelas variedades utilizadas no Brasil (Figura III.1).
Entretanto, a indlstria do aglcar busca cada vez mais variedades resistentes as
pragas da lavoura, com grande quantidade de sacarose e também variedades que
produzam caldo mais claro, ou seja com baixo teor de acido clorogénico.

As variedades de cana-de-agucar in natura possuem perfis que se distinguem
dos de seus produtos, quanto a concentragao de flavonoides e dos acidos cindmicos

(Figuras II1.1 e I11.2). Nos produtos, os flavondides representam em média 60% do

total de compostos fendlicos detectados, ao contrario das variedades, em que estes
ndo ultrapassam 29%. Entretanto, os acidos cindmicos sdo mais expressivos nos
colmos, principalmente pela concentragdo dos derivados dos acidos clorogénico e

cumarico (Figura II1.1). Nota-se também a auséncia dos derivados do 4cido caféico
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nos produtos e a presenga dos derivados do acido ferulico, ndo detectados nas

variedades (Figuras IIL.1 e 111.2).
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Figura III.2. Teores de compostos fendlicos de produtos obtidos por
processamento do caldo de cana em base umida obtidos por CLAE-DAD.
CM: caldo misto; XPE: xarope; MEL: melago; VHP: agtcar VHP. api: derivados
de apigenina; lut: derivados de luteolina; tri; derivados de tricina; caf. derivados
do acido caféico; clo: isdbmeros do acido clorogénico; cum: derivados do acido
cumarico; fer: derivados do acido ferulico. Médias e desvios padrdes de seis

replicatas. * p<0,05 e *x p<0,01.

Os 4acidos cindmicos s&o pouco abundantes no caldo misto (CM),
destacando-se entre os de maior abundancia os derivados de acido cumarico. O
acido clorogénico, abundante nas amostras de cana in natura, tem o seu teor
abruptamente reduzido nos produtos obtidos a partir da cana-de-agucar. Coombs e

colaboradores (1974) isolaram da folha de cana de aglcar uma polifenol oxidase
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(PFO) com alta especificidade para o acido clorogénico. A PFO é uma enzima que
catalisa a orto-hidroxilagao dos monofendis e a oxidagdo dos o-difendis para o-
quinona (Mayer & Harel, 1979). Assim, é possivel que durante a extragdo ocorra a
atuacéo da referida enzima, reduzindo o teor de acido clorogénico.

As diferencas nas amostras e no modo de extragédo dos compostos fendlicos
podem interferir nos valores obtidos. O caldo misto (CM) é obtido pela expresséo do
material vegetal, de modo que as fibras e outras partes do material ndo entram em
contato com o solvente durante a extragao. No modo experimental, ha um contato
maior do solvente com todo conteldo do material vegetal, que sob agitagédo
mecanica favorece uma extracido mais abrangente desses compostos. Além disso, o
metanol utilizado como solvente inativa a agao enzimatica (Paton & Duong, 1992).

Os flavondides, que se apresentam em menor concentragdo na cana in
natura, destacam-se nos produtos obtidos a partir da moagem. O perfil dos
flavonéides no caldo misto (CM) é quantitativamente distinto ao apresentado pela
cana in natura (p<0,01). Nos colmos, a luteolina € mais abundante, enquanto que no
CM a proporgao desta flavona € menor (Figuras III.1 e II1.2). Tricina, flavondide
pouco abundante nas variedades, mostra-se no inicio do processamento com altos
teores que se mantém até os Ultimos estagios da producao do agucar (Figuras I11.1
e II1.2). No caldo misto, a tricina € o composto fendlico de maior concentragéo,
sendo este dado significante (p=0,0024), apresentando quase o dobro da quantidade
de apigenina e mais de dez vezes a concentragéo de luteolina. Derivados de tricina
despertam especial interesse em quimica de produtos naturais, porque ela é
relativamente rara na natureza (Harborne & Hall, 1963; Hudson et. al., 2000; Cai et

al., 2005). A tricina foi detectada em espécies resistentes a mangra e a podridao de



CAPITULO [l - RESULTADOS E DISCUSSAD 74

raiz, estando provavelmente relacionada a resisténcia a doengas de plantas
(Harborne & Hall, 1964; McGhie, 1993).

O xarope (XPE) possui aproximadamente o triplo dos teores de compostos
fendlicos em comparagéao ao caldo misto (CM), com predominancia dos derivados do
acido cumarico e de tricina (Figura I11.2). O aumento é significativo (p=0,0017),
embora a proporgao relativa dos dois produtos da cana-de-aglicar mostre pouca
alteracao (Figura II1.2). O subito aumento de concentragdo dos derivados do acido
cumarico pode ser devido a sua liberagdo apds o aumento de temperatura
ocasionado no estagio de concentragdo para obtencdo do mel (MEL). Pan e
colaboradores (1998) relatam a presenca de acido cumarico em paredes celulares
de gramineas, associado a lignina e polissacarideos por meio de ligagédo éster.

O aumento da concentragao de compostos fenélicos no mel (MEL) é notavel,
sendo superior a dez vezes aos encontrados no caldo misto (CM). Nessa fase,
observa-se também uma alteragao no perfil entre os produtos, no qual pela primeira
vez os teores dos acidos cindmicos sdo superiores aos dos flavonodides. Ha um
aumento substancial dos isdbmeros do acido clorogénico e uma reducéo dos teores
de derivados do acido cumarico (Figura I11.2).

O aglcar VHP apresenta um perfil semelhante ao encontrado no mel, embora
a proporgao seja bem menor. Nota-se também que o percentual dos derivados de
flavonas aumenta, principalmente os de apigenina e luteolina, 68% e 41%
respectivamente, em relagéo a tricina. Mesmo assim, a tricina € o composto fendlico
com maior expressao entre todas as substancias.

Payet e colaboradores (2005) analisaram sete amostras de agicar mascavo
(sugar brown). O resultado mais significativo foi apresentado por uma das amostras,

na qual foram detectados trinta compostos fendlicos, dentre os quais citam-se os
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acidos cumarico e ferulico. Entretanto, os autores nédo detectaram as flavonas e tao
pouco isémeros do acido clorogénico, devendo-se isso ao tipo de metodologia de
extracdo empregada.

Paton & Duong (1992), analisando cana-de-aglicar e seu respectivo suco,
apresentam em seu trabalho o primeiro perfil da composicdo dessas amostras.
Trata-se de um perfil qualitativo onde se faz uma distingdo entre flavonas e acidos
fendlicos.

Em nosso trabalho, foi possivel observar que o perfil é alterado ao longo do
processamento do agucar, ocorrendo alteragbes qualitativas e quantitativas.
Apresentamos também uma metodologia pratica para a extracdo e determinagao
das duas classes de compostos fendlicos presentes na cana-de-agucar € nos seus

produtos.
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A atividade antioxidante foi determinada por dois métodos, redugédo do radical
DPPH- (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) e sistema p-caroteno/acido linoléico (3-CAL). O
metodo do DPPH- determina a capacidade do antioxidante em reduzir radicais livres
(BRAND-WILLIAMS, 1995). O sistema S-CAL avalia a capacidade do antioxidante
em inibir o descoramento do p-caroteno causado pelos radicais livres formados
durante a peroxidagao do acido linoléico (YANISHILIEVA; MARINOVA, 1995).

Como visto anteriormente (item II1.3.3), ha uma concentragcdo maior de
compostos fendlicos em alguns produtos em comparagéo aos outros. Como o intuito
deste trabalho foi o de avaliar as atividades antioxidantes individuais e compara-las
entre si, procedeu-se a uniformizacao das amostras ajustando-as a uma mesma
concentragéo. Outra informagéo seria a atuagéo separada dos compostos fenolicos

por meio dos extratos obtidos pela extragdo em fase solida, os extratos obtidos com

metanol (M) e com metanol/hidréxido de amonio (N).

I11.3.4.1 Reducéo de radicais livres (DPPH?)

A Tabela I11.2 mostra a atuagao de produtos da cana-de-aglcar em reduzir

radicais DPPHe. Os produtos, na concentragdo de 100 uM, apresentaram, em sua
maioria, atividades superiores as desempenhadas pelo padrdo. A maior atividade
redutora de radicais livres foi apresentada pelo XPE-N, sendo 42% superior ao
padrao de referéncia. Outros produtos também se destacaram como possuidores de
grande atividade antioxidante, como por exemplo, MEL-N - 45,20% e CM-N - 38,35%
de redugéo de radicais DPPH-, sendo estatisticamente significante em relagdo ao

controle (p<0,01). A maioria das amostras apresentou atividade préxima a descrita
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para o padréo, sendo que os extratos de XPE-M, VHP-M e VHP-N proporcionaram

valores estatisticamente similares.

Tabela II1.2. Determinagdo da atividade antioxidante pela reducido do radical
DPPH-' dos produtos da cana-de-agticar, na concentragdo de 100 uM, obtidos

durante o processamento do agucar.

produtos % Reducéo do DPPH °
CMM 28,25 +0,43
CMN 38,35+ 0,41
XPE M 32,03 £ 0,57
XPEN 57,80 £ 1,21
MEL M 23,86 + 0,57
MEL N 45,20 £ 2,55

VHP M 32,55 +£1,32

VHP N 32,36 £ 1,88
trolox 80 pM 33,16 + 2,83

1: DPPH- - difenilpicrilhidrazila; 2: Resultados expressos como média + desvio padrao da média de trés replicatas.

Grande parte dos produtos obtidos pela extragdo em fase sélida com solvente
metanol/hidréxido de amoénio apresentou atividades superiores de redugdo de
radicais DPPH+, em comparacgao aos que foram extraidos com metanol. Os produtos
XPE-N e MEL-N proporcionaram atividades antioxidantes muito significantes quando
comparados a seus pares, XPE-M e MEL-M (p<0,01). A maior diferenga de atividade
& encontrada entre os extratos MEL-M e MEL-N, e a menor entre os extratos de

agucar VHP. Payet e colaboradores (2005), ao avaliarem atividades antioxidantes de
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compostos fendlicos em agucar mascavo, detectaram que em solugbes aquosas
essas amostras apresentam fraca atividade em reduzir radicais livres DPPHe.

Embora o extrato MEL-N tenha apresentado uma das maiores atividades
dentre os demais extratos, MEL-M forneceu o menor indice. Essa diferenca entre
esses extratos & de 47%, similar & encontrada entre 0 XPE-M e XPE-N, 44%. E
possivel que a composi¢do dos extratos contendo derivados de tricina tenham
atividades superiores aos demais compostos fendlicos contidos no extrato
metandlico. A correlagao entre o conteudo polifenélico e atividade antioxidante é no
geral aceitdvel mas depende da natureza da amostra e de outros compostos na
atividade antioxidante (Moure et al. 2001).

A reducdo de atividade antioxidante nos produtos da cadeia produtiva do
acucar & observada a partir dos extratos de MEL. Apesar de nessa etapa do
processamento o referido produto obter uma das maiores concentracdes de
compostos fendlicos, sua atuagdo como antioxidante é mediana frente a uma
mesma concentragdo com amostras de xarope. Essa redugdo pode estar
relacionada a degradagdo de compostos com atividades antioxidantes por efeitos
das altas temperaturas e pressdo para a concentracdo da sacarose. Agostini e
colaboradores (2004) relatam a queda da atividade antioxidante de frutas e verduras
fratadas termicamente. Murakami e colaboradores (2004) comentam que produtos

submetidos a altas temperaturas podem continuar a ter atividade antioxidante, mas

em menor proporgao, em virtude da degradagao dos metabalitos.

I11.3.4.2 Sistema p-caroteno/acido linoléico (4CAL)
A Tabela 6 mostra a atividade antioxidante determinada pelo sistema S-CAL.

De acordo com essa tabela, a atividade antioxidante da maioria dos produtos



CAPITULO B — RESILTADOS E DISCUSSAD 79

analisados variou entre 70 e 85% de inibicdo da oxidagao do B-caroteno, incluindo o
controle. No sistema SCAL, os produtos da cana-de-agicar forneceram resultados
praticamente opostos aos obtidos pelo método de redugdo do radical DPPHe.. Os
resultados mostram uma atividade maior, exercida pelos extratos obtidos com
metanol, frente aos extratos obtidos com metanol/hidroxido de amoénio. A maior
atividade de inibi¢ao foi detectada nos extratos VHP com cerca de 85% de inibigdo e

a menor, no CM-N, com 56 %.

Tabela III.3. Determinagéo da atividade antioxidante pelo sistema fS-caroteno/acido
linoléico de produtos da cana-de-agucar, na concentragcdo de 100 pM, obtidos

durante o processamento do aglcar.

Produtos % inibigao’
CMM 77,33 £ 2,81
CMN 55,67 £2,42

XPEM 76,32 + 1,37
XPE N 72,36 £ 5,99
MEL M 73,21 + 3,85
MEL N 72,36 + 0,49
VHP M 85,79 £ 0,62
VHP N 83,23 + 1,63
Trolox 10 uM 72,05 + 3,20

'Resultados expressos como média  desvio padrdo da média de trés replicatas

Todos os extratos apresentaram atividades superiores a do padrdo, com
excegdo da amostra CM-N, sendo este dado muito significante (p=0,0113). A
amostra CM-N é constituida quase que exclusivamente por derivados de tricina e no
método anterior apresentava atividades superiores as encontradas nas amostras

com derivados de apigenina, de luteolina e de acidos cinamicos. Tsao e
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colaboradores (2005), utilizando dois métodos de avaliagdo antioxidante, afirmam
que determinadas substancias podem atuar diferentemente em determinados
métodos de andlise e que, de maneira geral, o sistema f-CAL apresenta dificuldades
para a determinagao da atividade antioxidante.

No caldo misto (CM) ha menor concentragdo de luteolina em relagdo aos
demais compostos fendlicos (Figura II1.2). No entanto, nas amostras de agtcar VHP
(VHP) a concentragdo é aumentada, acontecendo o mesmo com O 4acido
clorogénico. Luteolina e acido clorogénico possuem duas hidroxilas vicinais em um
mesmo anel fendlico. De acordo com a literatura, essas duas hidroxilas conferem a
esses compostos fendlicos propriedades antioxidantes superiores a outros
compostos que apresentam apenas uma hidroxila no anel fendlico. A grande
reatividade do sistema orto-dihidroxilico &€ possivel devido a pequena energia de
dissociagdo da ligacdo O-H e a ressonancia do anel B, aliado a grande estabilidade
do radical envolvido (Foti ef al., 1996; Hopia & Heinonem, 1999; Manach et al., 2004;
Cuyckens; Cleys, 2004).

Takara e colaboradores (2002), ao analisarem a atividade antioxidante dos
compostos isolados de “kokuto”, relacionaram a eficiéncia dos compostos em reduzir
radicais com o grupo hidroxila fendlico. Observaram também que, um composto
glicosilado detectado no referido produto era menos eficiente do que sua aglicona.
Sendo assim conclui-se que o niumero de hidroxilas em um composto ndo o torna
mais eficiente, &€ necessario que estas hidroxilas estejam no mesmo anel aromatico
(Foti et al., 1996; Hsu et al. 2005; Cuyckens & Cleys, 2004).

Conclusdes baseadas em apenas um método podem levar a subestimagao de
amostras. Devido a complexidade de compostos apresentados pela cana-de-agucar,

ndo é possivel se basear em apenas um composto para se avaliar a atividade.



CAPITULD I - RESULTADOS E DISCUSSAD 8 1

Alguns estudos mostram que o acido clorogénico apresenta baixa atividade no
ensaio FRAP (capacidade de redugao do ferro no plasma) e no sistema p-CAL, mas
alta no método de PCL (fotoquimioluminescéncia); por outro lado a quercetina-3-
galactosideo apresenta alta atividade no sistema S#CAL e moderada no método de
PCL. Essa inconsisténcia reafirma a necessidade de se utilizar dois métodos com

diferentes modos de acéo (Verhagen et al. 2003; Tsao ef al., 2005).

III.3.5 Analise multivariada

A Tabela III.4 mostra as correlagbes estabelecidas entre os flavonoides
totais, acidos cinamicos totais e polifendlicos totais dos produtos obtidos durante o
processamento do acgucar, assim como a correlacdo desses com os resultados
obtidos na avaliagao da atividade antioxidante realizada no sistema f-caroteno/acido
linoléico (B-CAL) e no método de redugdo do radical DPPH. No caldo misto
observamos uma forte correlagdo positiva (r=0,9836) entre os flavonoides e os
teores de fendlicos totais detectados. Uma correlagéo similar (r=0,9893) foi também
detectada na amostra de melago. Ambas as amostras apresentam altos teores de
derivados de tricina e apigenina. As amostras de xarope e acgucar VHP
apresentaram forte correlagdo positiva entre acidos cinamicos e fendlicos totais,
r=0,9668 e 0,9669 respectivamente. Correlagdes negativas foram presenciadas nas
amostras de melago, principalmente entre flavondides e acidos cinamicos
(r= -0,8242) e acidos cinamicos e fendlicos totais (r= -0,7325), sugerindo que o
aumento de flavondides ou acidos cindmicos resultaria em redugdo de acidos

cindmicos e fendlicos totais respectivamente.
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Tabela III.4: Correlacdo entre os valores de flavonoides totais, acidos cinamicos,
indice de fendlicos totais, atividade de reducdo do radical DPPH e atividade
antioxidante pelo sistema S-caroteno/acido linoléico (#~CAL) de produtos obtidos por
processamento do caldo de cana.

Variaveis caldo misto xarope melago acucar VHP
flavonodides x acidos cinamicos 0,6072 0,3238 -0,8242 0,4248
flavonoides x fendlicos totais 0,9836 0,5550 0,9893 0,6416
acidos cinamicos x fendélicos totais 0,7405 0,9668 -0,7325 0,9669
flavonéides x DPPH —-0,7765 -0,0662 0,0802 0,9899
acidos cinamicos x DPPH -0,9189 -0,0231 -0,5810 -0,8722
fendlicos totais x DPPH -0,8657 -0,5227 -0,7115 0,9739
flavonéides x S-CAL -0,7197 ~0,9945 —0,1704 —0,9494
acidos cindmicos x S-CAL 0,2799 0,9811 0,6524 0,5622
fendlicos totais x S-CAL -0,6020 0,9794 0,7723 —-0,9729

A correlagao entre os métodos de avaliacéo antioxidante foi, em sua maioria,
negativa, principalmente no meétodo de redugao do radical DPPH. Entretanto, fortes
correlagbes foram encontradas no agucar VHP, entre o método de redugdo do
radical DPPH e os teores de flavondides e de fendlicos totais. Em contrapartida, no
sistema -CAL essas mesmas variaveis apresentaram correlacées negativas. Fortes
correlagbes positivas foram encontradas no xarope entre acidos cinamicos e
também pelos fendlicos totais com o sistema ACAL, r=0,9811 e 0,9794
respectivamente. No xarope também foram encontradas fortes correlagdes negativas
entre o sistema S-CAL e os teores de flavonoéides.

O método de analise por componentes principais (PCA) proporciona um
estudo multivariado dos dados experimentais obtidos facilitando a visualizacédo da
correlagdo entre as amostras e variaveis. O peso dos componentes entre si foi
definido pelas correlagdes lineares existentes entre as variaveis e foi expresso pelo

autovalor de cada componente principal. A analise de componente principal foi



CAPITULO I — RESULTADOS E DISEUSSAD 83

realizada sobre a matriz de dados composta de oito variaveis e oito extratos de
produtos obtidos no processamento industrial da cana-de-acglicar. As concentragtes
dos derivados das trés flavonas (apigenina, luteolina e tricina), dos derivados dos
trés acidos cindmicos (acidos clorogénicos, cumarico e fertlico) e os resultados dos
dois estudos das atividades antioxidantes (reducao do radical DPPH e sistema f
CAL) representaram as variaveis.

A Figura II1.3 mostra o grafico de escores da componente principal 1 versus
os da componente principal 2. Estas duas componentes principais descrevem
85,09% da variancia total dos dados. Dentre as componentes principais, a primeira
explica 66,69% da variancia total dos dados enquanto que a segunda componente
principal, 18,41%. A primeira componente principal tem alta contribuigdo da
concentragcdo dos compostos polifendlicos, sendo responsavel pela discriminagdo do
extrato de mel. E interessante notar que a segunda componente principal separa a
maioria das amostras em dois grupos, extratos eluidos com metanol e eluidos com
metanol/hidroxido de aménio (extrato N). Os grupos também foram divididos
conforme sua atividade antioxidante, mostrando a proximidade dos extratos N, com
maiores teores de tricina e acido clorogénico, com a avaliagdo da atividade

antioxidante utilizando o método de redugédo do radical DPPH.
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Andlise de Componentes Principais dos produtos obtidos no processamento industrial da cana-de-agticar
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Figura 1I1.3. Grafico dos escores da componente principal 1 versus componente
principal 2 dos produtos obtidos no processamento da cana-de-agucar.
API: apigenina; CLO: acido clorogénico; CUM: acido cumarico; FER: acido ferulico;
LUT: luteolina; TRI: tricina; DPPH: difenilpicrilhidrazila; B-caroteno: sistema [-

caroteno/acido linoléico.
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I11.4 CONCLUSOES

Os compostos fendlicos das variedades de cana-de-aglicar sdo constituidos
basicamente por derivadbs de flavonas, luteolina, apigenina e tricina e por derivados
dos &cidos cinamicos, clorogénico, cindmico e caféico. Os acidos cinamicos
constituem o maior grupo dentre os compostos fendlicos.

Os compostos fenodlicos dos produtos obtidos a partir da cana-de-aglcar
contém derivados de flavonas, luteolina, apigenina e tricina e acidos cinamicos,
clorogénicos, cinamicos, ferdlico. As flavonas estdo em maior concentragdo,
destacando-se entre elas os derivados de tricina.

Ao longo do processamento para a concentracdo da sacarose, aumenta a
concentracdo dos compostos fendlicos, mas na formagao do acgucar VHP as perdas
de compostos fendlicos sao substanciais.

As atividades antioxidantes dos produtos diferem significativamente entre as
amostras analisadas. Substancias com estrutura semelhante podem diferir em sua

atividade antioxidante, dependendo do método utilizado.
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IV.1.INTRODUCAO

Entre os produtos da cana-de-aglicar minimamente processados, o caldo de
cana e a rapadura sdo os mais consumidos pela populagdo de paises como Brasil,
Colémbia, Cuba, india, Malasia, Australia, Japao, entre outros (Nakasone et al., 1996;
Paton, 1992; Yusof ef al. 2000).

Ha uma grande demanda no mercado interno e externo por produtos naturais.
Nutricionalmente, a rapadura é uma excelente fonte de energia, consistindo em uma
boa fonte de minerais com relativo valor protéico e vitaminico. Pela sua composigao,
pode substituir com vantagens o agucar cristal e refinado na alimentagao dietética da
familia, como também ser usado na merenda escolar. O formato de mini-rapadura tem
boa aceitagdo na alimentagdo escolar e por atletas. Economicamente, é considerado
alimento de custo acessivel tanto para a populagdo rural como para a urbana
(SEBRAE-MG, 2005). Embora a produgao de rapadura no Brasil, em grande parte,
ainda seja artesanal, ha uma tendéncia em sua modernizagao, procurando padronizar a
producao e o tipo da cana utilizada para esse fim. Algumas empresas possuem registro
no Ministério da Saude e até exportam seus produtos (Lima; Cavalcanti, 2001). Quanto
ao caldo de cana, existem algumas iniciativas em prol de sua comercializa¢ao in natura
através de liofilizacdo e de pasteurizagao. Alguns dos principais problemas do
processamento sao relativos a cor, devido a reagdo de Maillard e/ou oxidagdo de
compostos fenolicos (Palla, 1983; Bucheli & Robinson, 1994; Yusof ef al. 2000).

O interesse por polifendis, incluindo flavondides e acidos fendlicos, tem
aumentado consideravelmente nos Ultimos anos devido principalmente a suas

propriedades biolégicas, como antioxidantes e quimiopreventivos (Schaefer et. al. 2006;
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Yang et al. 2006). A atividade antioxidante de alguns compostos fendélicos é similar ou
superior ao mais reconhecido antioxidante alimentar, vitamina E (Rice-Evans et al.,
1996; Hollman, 2001). Através da prevencao de danos oxidativos a estruturas celulares,
os compostos fenélicos podem atuar como agentes quimiopreventivos (Kuo, 1997; Yao
et al., 2004). O aumento dos indices de cura de alguns tumores, em especial das
neoplasias hematoldgicas, as quais ndo eram controladas pelo emprego da cirurgia ou
radioterapia se deu em virtude da introdugado da quimioterapia (Mans et al., 2000). A
avaliacao das atividades citotoxicas de novas substancias aumentou substancialmente
com o aprimoramento da metodologia de cultura de células, no final dos anos 80. Essa
metodologia permitiu o desenvolvimento de diversas linhagens celulares procedentes
de tumores humanos, possibilitando uma técnica para triagem in vifro (Boyd, 1989).

Os objetivos deste trabalho foram de quantificar os teores de flavonoéides e de
acidos cindmicos do caldo de cana e da rapadura e de avaliar suas atividades

antioxidantes e antiproliferativa in vitro.
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IV.2 MATERIAL E METODOS

IV.2.1. AMOSTRAS
As amostras de caldo de cana foram obtidas por meio de moenda elétrica, com

prévia limpeza do sistema para obtengdo apenas de representantes da extragéo
mecanica do colmo da cana-de-aguicar. E comum encontrar o caldo de cana associado
com abacaxi e liméo, por esse motivo foram tomadas as devidas precaugdes. Quanto a

rapadura, procurou-se obter amostras com rotulagem e registro no Ministério da Saude.

IV.2.1.1 Amostras de caldo de cana

O caldo de cana foi obtido no comércio local (caldo de cana A - zona oeste e
caldo de cana B — zona sul, Sdo Paulo, SP) em agosto de 2004. A moenda foi
previamente lavada com agua e apenas o segundo litro obtido pela expresséo do colmo
da cana-de-agucar, variedade SP 813250, foi coletado para este estudo. As amostras
foram filtradas em cheesecloth e imediatamente transportadas até o laboratério sob
refrigeracéo, onde foram imediatamente armazenadas em freezer a — 18 °C até o

momento das analises.

IV.2.1.2 Amostras de rapadura
Foram adquiridas no comércio varejista amostras de rapadura fabricadas no
segundo semestre de 2004. Duas provenientes do estado de Minas Gerais (A e B) e
uma do estado da Paraiba (C). As amostras foram armazenadas sob refrigeragéo a

4 °C, sendo trituradas, em moinho de facas e homogeneizadas antes das analises.
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V.22 METODOS

IV.2.2.1 Determinacéo de sdlidos totais

A determinagdo de solidos totais nas amostras foi realizada conforme o item

I.2.2.1.

IV.2.2.2 Determinagao e quantificagio de flavonoides e acidos cindmicos
A extragao por fase soélida com poliamida dos compostos fenolicos do caldo de
cana e rapadura foi realizada de acordo com o item II1.2.2.3. Extratos de caldo de cana
e rapadura também foram obtidos por meio de extragao com resina XAD-2 segundo
item I1.2.2.1. Esses extratos foram analisados por HPLC-DAD segundo item 11.2.3.1

para efetuar sua quantificacao. O indice de polifenélicos totais (IPT) foi obtido conforme
os procedimentos descritos por Tsao e colaboradores (2003), utilizando como padrao

acido 5-cafeoilquinico (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, EUA).

IV.2.2.3. Atividade antioxidante

Os extratos obtidos no item anterior, juntamente com tricina-7-O-B-(6"-p-
metoxicinamato)-glucosideo obtida no item [1.2.2.2.1, foram analisadas quanto seu
potencial antioxidante frente a dois métodos, sistema [-caroteno/acido linoléico e

reducao do radical estavel DPPHe, descritos no item 111.2.2.4.
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IV.2.2.4 Atividade antiproliferativa

Os extratos de caldo de cana e rapadura obtidos por meio de extragdo com
resina XAD-2, segundo o item VI.2.2.2, foram concentrados sob presséo reduzida em
rotavapor (RE 120 — Blchi, Flawil, Suiga), em banho a 40°C, até remogao completa do
solvente. Juntamente com ftricina-7-O-£-(6"-p-metoxicinamato)-glucosideo, obtida no
item I1.2.2.2.1, foram submetidos a triagem in vifro com linhagens de células tumorais
humanas de leucemia linféide (K-562), melanoma (UACC-62), pulmao (NCI-460), mama
(MCF-7), mama expressando fenétipo a muiltiplas drogas (NCI-ADR), célon (HT-29),
ovario (OVCAR-3), rim (786-0) e préstata (PC-3), segundo a metodologia descrita na
literatura. Essas linhagens foram cultivadas em RPMI com 5% de soro fetal bovino
inativado, em atmosfera de 5% de CO, a 37 °C e ambiente umido. Como substancia de
referéncia, foi utilizada doxorrubicina nas concentragdes de 25 x 107%, 25 x 107, 25 e

250 pg/mL.

Iv.2.2.4.1 Diluigédo e Aplicagdo das Amostras

Solugdes estoques foram preparadas dissolvendo-se as amostras em
dimetilsulféxido de sédio (DMSO) na concentragdao de 0,1 g/mL. Para adicdo nas
placas, as amostras foram diluidas pelo menos 400 vezes em RPMI/SFB/gentamicina.

Para o teste de atividade, foram adicionados 100 pL de células em meio
RPMI/SFB/gentamicina, nas respectivas densidades de inoculagao, em placas de 96
compartimentos. Essas placas foram incubadas por 24 horas a 37°C em atmosfera de
5% de CO, e ambiente umido, para readaptagdo ao ambiente. Depois desse periodo,
uma placa controle (To) foi fixada através da adigdo de 50 pL &cido tricloroacético a

50% (TCA) para determinacédo da quantidade de células no momento da adigéo dos
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extratos. Nas demais placas, foram adicionados os extratos nas concentragbes de 25 x
102, 25 x 10", 25, 250 pg/mL e incubadas por 48 horas. Apos esse periodo, as placas
de 96 compartimentos foram fixadas com 50 pL de acido tricloroacético a 50% (TCA)
para as células aderidas e 80% para as células em suspensao (leucemia) e incubadas
por 1 hora a 4°C. Apés esse tempo, foram submetidas a quatro lavagens consecutivas
com agua destilada para remog¢do dos residuos de TCA, meio, SFB e metabdlitos
secundarios. Essas placas foram mantidas em temperatura ambiente até a secagem
completa.

A seguir, as placas foram coradas pela adicdo de 50 pL do corante protéico
sulforrodamina B (SRB) a 0,4 % (peso/volume), dissolvido em acido acético a 1 %, e
incubadas a 4 °C, durante 30 minutos. Apds esse periodo, as placas foram lavadas por
quatro vezes consecutivas com uma solugdo de acido acético 1%. O residuo da
solugdo de lavagem foi removido e as placas foram novamente secas a temperatura
ambiente. O corante ligado as proteinas celulares foi solubilizado com uma solugao de
Trizma Base na concentragdo de 10 uM e pH 10,5 por 5 minutos em ultra-som. A leitura
espectrofotométrica da absorbéncia foi realizada em 540 nm em um leitor de

microplacas (ELISA — Molecular Devices Versa Max Microplate Reader).
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Iv.22.4.2 Calculos

Para analise dos resultados, foram calculadas as médias das absorbancias,
descontadas de seus respectivos brancos. Para avaliar o efeito dos extratos sobre o
crescimento das células, trés medidas foram obtidas no tempo zero (7y) para todas as
células no inicio da incubag¢do e no final da incubagédo, controle (C) e teste (7) sem e

com adi¢cao dos extratos, respectivamente.

Para valores de T > T, (atividade citostatica) utilizou-se a férmula 100 x [T —T°] .

Para valores de T < T. (atividade citocida) utilizou-se a formula 100 x [T _T"}.

[

Os valores de ICso (concentragdo do extrato necessaria para inibir 50% do
crescimento celular) foi determinada por analise de regressdgo nao linear. As
porcentagens de inibicdo de crescimento foram estimadas indiretamente por meio do

nimero de células coradas pelo SRB (Skehan ef al., 1990; Fatima ef al. 2006).

IV.3.2. Analise de resultados
Os resultados obtidos neste estudo sao paramétricos, sendo expressos como
média e desvio padrdo. A analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa
Statistica versdao 5.0 da StatSoft (Tulsa, OK, E.U.A.). Os testes escolhidos foram
Analise de Variancia de uma via (One-Way ANOVA) e constatando-se diferengas, foi
aplicado o teste post hoc Newman-Keuls, para precisar as diferengas estatisticas. O

nivel de significdncia adotado foi de: * p<0,05 e ** p<0,01. Quando necessario, foram
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determinadas as correlagbes paramétricas dos dados. O nivel de significancia foi
estabelecido como: 0 a 0,6 - correlagdo nula ou inexistente, 0,61 a 0,8 - moderada e
0,81 a 1 - forte. A Analise de Componente Principal (PCA) foi realizada utilizando-se o

programa Fitopac verséo 1.5.



CAP{TULO IV - RESULTADOS E iSCUSSAD O7

IV.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

IV.3.1. Teor de solidos totais das amostras de caldo de cana e rapadura

De acordo com a Tabela IV.1, as amostras de caldo de cana apresentaram os
mesmos teores de soélidos totais. Esse teor € superior ao encontrado no caldo misto,
uma vez que na usina utiliza-se o processo de embebi¢ado para se extrair ao maximo a
sacarose (Tabela III.1). O caldo de cana utilizado no processamento industrial do
agucar & proveniente de uma mistura de variedades de cana-de-agucar. Para as
industrias sucroalcooeiras, as variedades sdo selecionadas pelo teor de sacarose e
resisténcia a doencas, entre outros critérios. Ja as variedades utilizadas para fins de
extragcdo do suco para o consumo direto, além de se buscar exemplares com grandes
teores de sacarose, sao requisitos também, colmos mais uniformes e macios

(MATSUOKA et al. 1999).

Tabela IV.1. Teores de soélidos totais, grau Brix e fendlicos totais de caldo de cana e

rapadura.
Produtos % de soélidos totais’ °Brix'
caldo de cana A 23,56+0,1 19,56+ 0,7
caldo de cana B 236+04 21,2+0,4
rapadura A 97,7+0,2 n.a.
rapadura B 975+10,2 n.a.
rapadura C 96,9+0,6 n.a.

'Resultados expressos como média * desvio padréo da média de trés replicatas. n.a.: ndo analisado.

As amostras de rapadura apresentaram teores de sélidos totais muito préximos.

Como produto obtido através da concentragdo do caldo de cana-de-agucar, a rapadura
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apresenta teor de soélidos totais 75% maior que o caldo (Tabela IV.1). Para a produgio
de rapaduras, deve-se utilizar cana recém cortada e em fase madura, com no minimo
18° Brix. O ponto de maturacdo da cana, culminante em relagdo ao contetudo de
sacarose na cana, esta entre 22° e 23° Brix. A idade da cana influi diretamente no
rendimento e qualidade da rapadura. Colmos jovens apresentam altos teores de
umidade e de agucares redutores. Agucares redutores, em quantidades acima do
normal, dificultam a solidificagdo da rapadura, reduzem o rendimento e causam
escurecimento. Colmos envelhecidos entram em processo vegetativo, reduzindo o teor
de sacarose que se transformam em aglcares redutores, utilizados para novo
desenvolvimento vegetativo. Nessa etapa, também ocorre a formagao de fibras, que
reduzem o rendimento e dificultam a moagem (SEBRAE-MG, 2005). Assim, as
amostras coletadas para este estudo estavam no seu estagio maduro e com teor

satisfatorio para o consumo ou como matéria prima para a rapadura.
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IV.3.4. Perfil dos compostos fenélicos das amostras de caldo de cana e rapadura
Os extratos obtidos pela extragcdo em fase sélida com poliamida foram
denominados M, quando obtidos por eluigdo com metanol e N, quando obtidos com
metanol:hidroxido de aménio. Na analise por CLAE-DAD, esses extratos mostraram
cromatogramas distintos. Tanto o caldo de cana quanto a rapadura apresentaram a
maioria dos picos no extrato M, enquanto que no extrato N, poucos picos foram

apresentados, os mais intensos referentes a tricina (Figura IV.1).
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Figura IV.1: Cromatogramas CLAE-DAD de extratos de caldo de cana (A e
B) e rapadura (C e D). Extratos metandlicos: A e C; extratos em
metanol:hidréxido de aménio B e D.

O perfil de compostos fendlicos do caldo de cana é formado basicamente por
flavonas (derivados de apigenina, luteolina e tricina) e isdbmeros do acido clorogénico

(Figura IV.2). Embora as amostras tenham sido obtidas em diferentes estabelecimentos
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comerciais, ambas as amostras sao resultados da expressao de colmos da variedade
SP813250 resultando em um mesmo perfil de compostos fendlicos. Entretanto, as
amostras de caldo de cana diferem das amostras de caldo misto (CM) obtidas pelo
processamento industrial do agucar, qualitativa e quantitativamente (Figura II1.2). O
caldo misto do presente estudo € resultado da expressao de colmos de trés variedades
diferentes, entre elas a SP813250. No caldo misto ha presencga de derivados de acido
cumarico e ferulico entre os acidos cinamicos, inexistentes no caldo de cana vendido no
varejo. Além disso, o caldo misto apresenta teor de derivados de apigenina 74%
superior ao encontrado nas amostras de caldo de cana. Os derivados de luteolina sao
81% mais abundantes no caldo de cana do que no caldo misto. Os teores de derivados
de tricina e isdbmeros do &cido clorogénico sdo similares para ambas as amostras. E
presumivel que o processamento industrial com o objetivo de extrair exaustivamente a
sacarose existente no colmo da cana-de-agucar favorece, concomitantemente, a
extracao de compostos fendlicos. Outros compostos fenélicos ja foram relatados para
cana-de-agucar. No capitulo II, mencionamos duas substancias metoxiladas, tricina-7-
O-p-(6"-p-metoxicinamato)-glucosideo e 3-hidroxi-1-[4,5-dihidroxi-3-metoxifenil]-2-[4-(3-
hidroxi-1-(E)-propenil)-2,6-dimetoxifenoxi]-propil-3-D-glucopiranosideo e uma flavona C-
glicosilada, a orientina. Paton & Duong (1992), mencionam que o0s principais
flavonéides do caldo de cana-de-agucar australiano sao derivados de apigenina e
tricina, que ndo possuem grupos O-dihidroxilicos, ou sdo éteres metilicos de luteolina.
Essas autoras comentam que, esses compostos nao participam como substrato no
escurecimento enzimatico. Colombo e colaboradores (2005) destacam a presenga de

flavonas metoxiladas em folhas e bagago de cana-de-agucar, como tricina e diosmetina.
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Nas amostras de caldo de cana, o uUnico acido cinamico detectado foi o
clorogénico. Esse acido tem pouca expressao no caldo, com teores proximos ou
menores que os derivados de apigenina, representando entre 6 e 9% do total de
compostos detectados. Na rapadura, os teores desse acido sdo mais expressivos,
sendo superiores aos encontrados nos derivados de tricina e demais acidos cinamicos,
cuja proporgéo ultrapassa os 19% do total de compostos fendlicos (Figura 1V.2). A
atuacdo da enzima PFO no caldo de cana deve ter sido reduzida pelo fato de se
preservar a amostra com refrigeragao até o momento de analise. Na producao da
rapadura, o caldo de cana é diretamente colocado nos tachos para concentragido. A
temperatura elevada, provavelmente promove a inativagdo da enzima e a conseqiiente
concentragao promove o aumento no teor do referido acido (Buchelli & Robinson,

1994).
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Figura IV.2. Teores dos compostos fendlicos de caldo de cana em base Umida
determinados por CLAE-DAD. api: derivados de apigenina; lut. derivados de luteolina; tri:
derivados de tricina; clo: isdbmeros do acido clorogénico. Médias e desvios padrdes de
seis replicatas. Letras iguais nao diferem significativamente (p<0,05).

Os compostos fendlicos da rapadura sdo derivados das mesmas flavonas do

caldo de cana, mas além dos isbmeros de acido clorogénico foram detectados
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derivados de acidos caféico, cumarico e ferdlico (Figura IV.3). A rapadura A
apresenta grandes teores de derivados de luteolina. Os teores de derivados de
apigenina sao superiores aos de tricina, que por sua vez sao inferiores aos dos
isdbmeros do acido clorogénico. Esse perfil difere do apresentado pela rapadura B,
cujos derivados de apigenina sdo os de maior intensidade. O baixo teor nos
derivados de acido caféico também € observado na amostra B, que em contrapartida
mostra um alto teor de isbmeros de acido clorogénico. O acido caféico € componente
do acido clorogénico. Através de agado enzimatica, pode ocorrer a diminuigao no teor
de um, correlacionado ao aumento do outro (Clifford, 2000). Na amostra C, os teores
de 4acido clorogénico sao os mais altos entre as amostras analisadas,
correspondendo a 29% do total de compostos fendlicos. Nessa amostra, também é
presenciado um pico de um derivado do acido ferulico (Figura IV.4), nao detectado
nas demais amostras. O acido fertlico € encontrado em quantidades substanciais e
principalmente esterificado a polissacarideos nas paredes celulares de Poaceae e
Chenopodiaceae (Wallace & Fry, 1994). A amostra B apresenta o maior teor de
fendlicos totais dentre as amostras, sendo cerca de trés vezes maior que a amostra
A e oito frente @ amostra C. As diferencas entre as amostras podem ser devidas a
purificagdo do produto, uma vez que nao existem normas para esse procedimento.
Alguns produtores adicionam substancias para reduzir a cor originada pelo
escurecimento enzimatico dos polifenois (Buchelli & Robinson, 1994; SEBRAE-MG,
2005). Esses aditivos podem interferir no perfil de algumas amostras, adicionando

outros compostos fenoélicos ou ainda aumentando a concentragao dos ja existentes.
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Figura IV.3. Teores dos compostos fenélicos de rapadura em base umida obtidos por
CLAE-DAD. api: derivados de apigenina; lut: derivados de luteolina; tri: derivados de
tricina; caf. derivados do acido caféico; clo: isdbmeros do &acido clorogénico;
cum: derivados do acido cumarico; fer: derivados do acido feralico. Médias e desvios
padrdes de seis replicatas. Letras iguais ndo diferem significativamente (p<0,05).
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Figura IV.4: Cromatogramas dos extratos de rapadura (A) e rapadura (B) obtidos por
CLAE-DAD em 328 nm. Detalhe dos espectros de apigenina e acido ferulico para
picos com mesmo tempo de retengao.

Os extratos obtidos com a resina XAD2 mostram um perfil que agrega todos
os compostos fendlicos, observado através do cromatograma obtido por CLAE-DAD
(Figura IV.5). A grande vantagem da resina XAD2 sobre a poliamida foi a extragdo
desses compostos em grandes quantidades, e também a possibilidade de sua

reutilizagcdo para uma nova extracao.

Para avaliagdo do total de compostos polifendlicos utilizou-se a metodologia
proposta por Tsao e Yang (2003), por entender que o método utilizando o reagente
Folin-Ciocalteu possui muitos interferentes, como por exemplo, os agucares
redutores comuns aos produtos de cana-de-aglicar. A amostra de caldo de cana A
apresentou 162 mg equivalentes a concentragido do acido clorogénico (EAC)/L de

amostra com pico mais intenso correspondente a um derivado de ftricina



CAPITILO IV - RESULTADOS E DIScussiD 105

(Figura IV.5-A). A rapadura B apresentou 31,4 g EAC/Kg de amostra, cujo maior pico

corresponde a um derivado de luteolina (Figura IV.5-B).
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Figura IV.5. Cromatogramas dos extratos de caldo de cana (A) e rapadura (B)
obtidos por CLAE-DAD por meio de resina XAD2. Detalhe dos espectros de
tricina e luteolina, correspondentes aos picos indicados pelas setas.
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IV.3.4. Atividade antioxidante

Os extratos obtidos por meio de extracdo em fase sé6lida com poliamida em dois
sistemas de solventes e os extratos obtidos com resina XAD2 do caldo de cana e
rapadura foram submetidos a avaliagdo de suas atividades antioxidantes por meio do
método de redugéo de radicais livres. Os extratos obtidos com o uso da poliamida, por
meio de extracdo em fase solida, apresentaram perfis distintos quando eluidos com
solventes diferentes como ja discutidos anteriormente. Assim, foram submetidos a
analises individuais de sua atividade. Além dos extratos acima mencionados, avaliou-se

a atividade da substéancia isolada a partir do caldo de cana, tricina.

IV.3.3.2. Redugéo de radicais livres (DPPH?s)

De acordo com a Tabela IV.2, os extratos obtidos com metanol/hidréxido de
amodnio (N) tendem a apresentar atividades superiores aos extratos obtidos com
metanol (M). Esses resultados sdo corroborados com os obtidos pelos produtos da
cana-de-agucar por processamento industrial (capitulo III), evidenciando que os
extratos contendo derivados de tricina tem forte atuagdo como antioxidante. Tricina
apresentou atividade 56% superior ao padrao trolox. Somente o extrato de rapadura A-
M ficou abaixo do padrdo, apesar de sua concentragdo ser a maior dentre os
compostos analisados. As amostras obtidas com a resina XAD2 apresentaram
praticamente a mesma atividade redutora, apesar de concentragdes distintas. A
rapadura A apresentou a melhor resposta em fung¢ao de sua concentragdo e o menor
desempenho ficou com o extrato da rapadura C-M, com 32,73% de redugéo do radical

livre DPPHe.
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Tabela IV.2. Determinagdo da atividade antioxidante pela reducdo do radical DPPH-'

de caldo de cana, rapadura e derivado de tricina.

Amostras® % reducdo do DPPHs”
Caldo de cana A (M) (410 uM EAC) 76,64 £ 1,13
Caldo de cana A (N) (330 uM EAC) 77,50 £ 1,91
Rapadura A (M) (580 uM EAC) 68,72 £ 0,26
Rapadura A (N) (45 uM EAC) 71,92 £ 1,86
Rapadura C (M) (48 uM EAC) 32,73 £1,79
Rapadura C (N) (45 uM EAC) 42,64 + 1,08
Caldo de cana XAD2 (150 uM EAC) 42,07 £ 1,86
Rapadura XAD2 (50 uM EAC) 42,02 £ 3,21
tricina (140 uM) 77,50 £ 0,57
trolox (80 uM) 33,72+ 0,97

1. DPPH- — difenilpicrilhidrazila. 2: Concentragdo de produtos da cana-de-aglcar expressos em equivalentes a
concentragdo do acido clorogénico — (EAC). 3: resultados expressos como media + desvio padrdo da média de trés
replicatas.

IV.3.3.2. Sistema S-caroteno/acido linoléico (S-CAL)

A Tabela IV.2 mostra a atividade antioxidante dos compostos fendlicos de caldo
de cana e rapadura, extraidos em poliamida e XAD2, e de tricina, isolada do caldo de
cana. Observou-se que o0s extratos obtidos com metanol/hidréxido de aménio (N)
apresentaram, nesse modelo, atividades préximas aos extratos obtidos com metanol
(M). Esse resultado é, no geral, analogo aos obtidos pelos produtos da cana-de-agucar
por processamento industrial (capitulo III), cujas amostras obtidas com

metanol/hidréxido de amoénio (N) apresentaram maiores atividades. Entretanto, essas
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diferengas podem ser atribuidas ao fato de os extratos ndo se encontrarem em mesma

concentracao e também ao perfil individual de cada extrato.

Tabela IV.2. Determinagdo da atividade antioxidante pelo sistema pS-caroteno/acido

linoléico de caldo de cana, rapadura e derivado de tricina.

Amostras’ % inibicao”

Caldo de cana A (M) (410 uM EAC) 69,78 £ 4,28
Caldo de cana A (N) (330 uM EAC) 51,33 12,69
Rapadura A (M) (580 uM EAC) 55,32 + 0,66
Rapadura A (N) (45 uM EAC) 56,84 + 2,87
Rapadura C (M) (48 uM EAC) 56,82 + 1,32
Rapadura C (N) (45 uM EAC) 38,83 £4,16
Caldo de cana XAD2 (150 uM EAC) 49,43 £ 3,71
Rapadura XAD2 (50 uM EAC) 47,91 £ 2,63
tricina (140 pM) 69,77 + 1,98

trolox (80 uM) 67,87 + 1,32

1: Concentragdo de produtos da cana-de-aglcar expressos em equivalentes a concentragéo do acido clorogénico —
(EAC). 2: resultados expressos como média + desvio padrdo da média de trés replicatas.

A maior atividade foi apresentada pelo extrato de caldo de cana (M). Com cerca
de 70% de inibicdo, foi o unico extrato que superou a substancia de referéncia,
excetuando-se a tricina (Tabela IV.2). O extrato CCA (N) apresentou concentragéao 20%
inferior e inibiu 51% da co-oxidagdo do Acaroteno pelo acido linoléico. A menor

atividade foi apresentada pela rapadura C (N), ficando 32% abaixo de seu

correspondente obtido por eluigho em metanol (M). Ambas amostras tiveram
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comportamento inferior ao apresentado pelo padrao. As amostras de rapadura A (M e

N) e rapadura C (M) mostram mesma atividade, embora em concentragdes desiguais.

O caldo de cana e a rapadura, ambos extraidos com a resina XAD2,
apresentaram atividades muito préoximas, entretanto abaixo do padréo. O caldo de cana
XAD2 teve comportamento similar ao extrato de poliamida, ambos em concentrag¢des
altas, mas com atividades medianas. O mesmo aconteceu com a rapadura, ambos
extratos, XAD2 e poliamida obtiveram resultados medianos em baixas concentragdes.
Os compostos fendélicos da cana-de-aguicar também podem atuar como antioxidante em
modelos in vivo. Compostos fenélicos do caldo de cana atuam sobre a intoxicagéo
induzida por cloreto de metil-mercurio, retardando a mortalidade e reduzindo o ganho

de peso de animais intoxicados (Duarte-Almeida et al. 2005).

A tricina teve atuagao superior ao trolox, embora em maior concentragao. Apesar
de sua estrutura estar envolta de grupos metoxilas, neste sistema ha uma razoavel
atuagdo no bloqueio das atividades oxidantes do acido linoléico. Isso também e
observado nas amostras CCA-N, cujo perfil € composto por altas percentagens de
tricina. Pelo fato de nao apresentar duas hidroxilas vicinais em um mesmo anel fendélico,
era de se esperar uma atividade antioxidante inexpressiva. De acordo com a literatura
essas duas hidroxilas conferem propriedades antioxidantes superiores a outros
compostos que apresentam apenas uma hidroxila no anel fendlico (Foti et al., 1996;

Yang et al. 2001).
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IV.3.4. Atividade antiproliferativa dos compostos fendlicos do caldo de cana,
rapadura e tricina

Os extratos obtidos por meio de extragao com resina XAD2 do caldo de cana e

rapadura foram submetidos a avaliagdo de suas atividades antiproliferativa in vitro.

Além dos extratos acima mencionados, avaliou-se a atividade da substancia isolada a

partir do caldo de cana, o derivado de tricina. Como controle positivo foi utilizada

doxorrubicina, uma droga pertencente ao grupo das anftraciclinas com eficacia

terapéutica comprovada em varios tumores malignos (Schmitt ef al. 1995).
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A Figura IV.6 mostra a curva concentragao-resposta da doxorrubicina, utilizada
como padrao positivo, sobre as linhagens celulares. O padréo utilizado apresentou, na
concentracao de 2,5 g/mL, atividade citostatica para a maioria das linhagens celulares e
citocida para linhagens de ovario (OVCAR), de pulmao (NCI-460) e de melanoma
(UACC-62). Na concentragdo de 25 g/mL foi citocida para as linhagens de prostata
(PCO-3) e de rim (786-0). Na concentragédo maxima foi citocida para as linhagens de

mama (MCF-7), de mama resistente (NCI-ADR) e de c6lon (HT-29).
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Figura IV.6. Curva concentra¢do-resposta da Doxorrubicina sobre as linhagens celulares,
relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentragdo da droga utilizada.
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A atividade antiproliferativa do extrato de caldo de cana sobre as linhagens

celulares esta representada na curva concentragdo-resposta da Figura IV.7. A anélise

da curva demonstrou que esse extrato apresenta atividade citostatica, inibicdo de

crescimento (abaixo de 50%), em algumas linhagens celulares como melanoma

(UACC-62) e mama (MCF-7), na concentracdo de 250 ug/mL.
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Figura IV.7. Curva concentragio-resposta de caldo de cana sobre as linhagens celulares,
relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentragdo da amostra utilizada.
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A Figura IV.8 representa a curva concentragdo-resposta do extrato de
rapadura sobre as linhagens celulares. Esse extrato demonstrou atividade
citostatica na concentragao de 25 ug/mL, para as linhagens de melanoma (UACC-
62), de ovario (OVCAR) e de mama resistente (NCI-ADR), e citocida para todas as
linhagens celulares com excegdo da linhagem de mama resistente (NCI-ADR) que

demonstrou atividade citostatica na concentragdo maxima.
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Figura [V.8. Curva concentragdo-resposta de rapadura sobre as linhagens celulares,
relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentra¢io da amostra utilizada
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A Figura IV.9 representa a curva concentragao-resposta de tricina sobre as
linhagens celulares. Este analito proporcionou atividade citostatica, na concentragdo de
25 pg/mL, para as linhagens de célon (HT-29) e de mama (MCF-7), e duando na
concentracdo de 250 pg/mL, apresentou atividéde citostatica para Ilin,hagens de mama :
resistente (NCI-ADR) e de célon (HT-29), e citocida para as linhagens de pulmao (NCI-

460), de mama (MCF-7), de ovario (OVCAR), de rim (786-0) e de melanoma (UACC-

62). .
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Figura [V.9. Curva concentra¢do-resposta de tricina sobre as linhagens celulares,
relacionando a porcentagem de crescimento da célula e a concentragdo da amostra utilizada.



CAPITULO 1V — RESILTADOS E DISCUSSAD 115

As amostras analisadas apresentaram atividades moderadas, entretanto com
resultados promissores. O extrato de caldo de cana exibiu atividades citostaticas
(inibicdo do crescimento) para as linhagens de melanoma (UACC-62) e de mama
(MCF-7). Entretanto, a rapadura mostra atividades citostaticas para todas as linhagens

e citocidas para a maioria das linhagens em maior concentragao.

Tricina, isolada do caldo de cana, também teve boa atuagdo como
antiproliferativo de células neoplasicas. Sua atuagao foi semelhante a da rapadura, com
atuagéo citocida para grande parte das linhagens de células. Compostos polifenélicos
como os flavondides, presentes em vegetais, frutas e outras ervas medicinais, parecem
prevenir o cancer através de ag¢ao antioxidante, atuando também nas fases de

iniciacdo, promogéao e progressao do tumor (Yang et al., 2001).

As atividades antiproliferativas dos extratos de caldo de cana e de rapadura
foram inferiores aos do padrao doxorrubicina. Esse farmaco é um eficaz agente
quimioterapico, sendo utilizado largamente tanto no tratamento de leucemias e
linfomas, como também em muitos tumores soélidos. Possui como mecanismo de agao a

capacidade de se ligar ao DNA, inibindo tanto a sua sintese quanto a de RNA, mas sua
principal agdo parece ser mediada por um efeito sobre a topoisomerase II, enzima
associada a condensagdo do DNA. A doxorrobicina intercala-se ao DNA e estabiliza o
complexo DNA-Topoisomerase II, fazendo com que o ciclo celular cesse nesse ponto
(Epstein, 1998). Certos flavonoides podem inibir as enzimas de manutengdo do DNA,
topoisomerase IB (topo I) e topoisomerase II (topo II). Webb & Ebeler (2004) destacam

que, entre trinta e quatro compostos polifendlicos, a orientina foi o mais deletério a

topoisomerase I e um moderado intercalador. O perfil dos compostos fendlicos do caldo
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de cana é constituido por acidos fendlicos e flavonas, dentre as quais destaca-se uma
luteolina C-glicosilada, orientina (capitulo II). A baixa atuagédo dos produtos obtidos da
cana-de-agucar, embora contendo compostos que podem atuar significativamente,
deve estar relacionada a baixa concentragdo destes entre os demais compostos

fenolicos.

O caldo de cana apresenta tricina como o flavondide de maior abundancia,
enquanto que na rapadura predominam os derivados de apigenina e luteolina, com
alternéncia entre estes. A tricina € uma flavona com substituicdes no anel B iguais a do
acido sinapico, e esta presente em trigo cultivado e selvagem (Cooper et al. 1994),
arroz (Hudson et al., 2000), cyperaceae (Harborne et al. 1985), Artemisia (Liu; Mabry
1981; 1982), entre outros. Lee e colaboradores (1981) e Hudson e colaboradores
(2000) relatam sobre as atividades quimiopreventivas de tricina, além de atividades
antileucémicas. Hudson e colaboradores (2000) sugerem que a baixa propor¢do de
cancer de célon e de mama na populagao dos paises orientais esta relacionada a dieta
que tem o arroz como base. Todavia, a concentracao de tricina na composigao do arroz
€ muito inferior a encontrada no caldo de cana. Os resultados aqui apresentados
mostram atuagao consideravel do derivado de fricina isolado do caldo de cana.
Entretanto, a literatura relata a atuagao de tricina como aglicona, enquanto que os
resultados aqui apresentados sao relativos ao glicosideo acilado. Apesar da forma
glicosilada poder ocasionar impedimento estrutural, o analito obteve resultados
similares a sua aglicona, como por exemplo, a atividade sobre linhagens de células
tumorais de cdlon e de mama, relatados por Hudson e colaboradores (2000) para a

tricina.
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IV.3.5. Analise multivariada

A Tabela IV.4 mostra as correlagbes estabelecidas entre os indices de
Polifendlicos Totais (TPI) das amostras de rapadura, caldo de cana e derivado de tricina
isolado do caldo de cana com as atividades antioxidantes realizadas no sistema &
caroteno/acido linoléico (#-CAL) e no método de redugéo do radical DPPH, assim como
a correlagao entre os dois métodos de avaliagéo de atividade antioxidante.

A atividade antioxidante dos extratos de caldo de cana avaliados pela redugao
do radical DPPH mostrou moderadas correlagdes negativas com o TPI (r= -0,7584 e
-0,7306). Moderadas correlagdes (r= —0,7406) também foram observadas entre o TPl e
o sistema BCAL para o extrato obtido por eluigdo com metanol/hidroxido de amdnio
(extrato N).

O extrato de rapadura A, obtido por eluicdo com metanol (extrato M), apresentou
fortes correlagbées negativas (r= —0,8606 e —0,8660) entre o TPI e ambos os métodos
de avaliagdo antioxidante. Entretanto, no extrato N, fortes correlagdes positivas foram
detectadas entre TPI e a avaliagédo da atividade antioxidante utilizando o sistema S-CAL
(r=0,8660). Com relagdo a rapadura C, ha correlagbes positivas (r= 0,8794 e 0,3944)
para ambos extratos (M e N) entre o TPl e o método de redugéo do radical DPPH
enquanto que, estas correlagdes sao fortes e negativas quando o método de avaliagdo
é o do sistema B-CAL. No sistema BCAL, os extratos M e N de rapadura C

apresentaram correlagdes negativas com o TPI.
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Tabela IV.4: Correlagdo entre o Indice de Polifendlicos Totais (TPI), atividade de
redugdo do radical DPPH e atividade antioxidante pelo sistema pcaroteno/acido

linoléico (-CAL) de caldo de cana, rapadura e derivado de tricina.

Amostras TPl x DPPH TPl x S#-CAL DPPH x f-CAL
caldo de cana M -0,7584 0,1707 0,5127
caldo de cana N -0,7306 ~-0,7406 0,0823
rapadura A M -0,8606 -0,8660 0,5000
rapadura AN 0,5960 0,8660 0,9177
rapadura C M 0,8794 -0,9813 -0,9547
rapadura C N 0,3944 —-0,9948 —0,2993
caldo de cana XAD2 —~0,3974 -0,8874 0,4377
rapadura XAD2 0,4308 —0,7559 0,2651
derivado de tricina 0,6590 0,5000 -0,3218

As correlagbes entre os métodos de avaliagdo antioxidante foram, em sua
maioria, positivas e fracas. Entretanto, foram encontradas fortes correlagées (r=0,9177)
no extrato de rapadura A com eluigéd por metanol/hidroxido de amoénio e fortes
correlagbes negativas (r= —0,9547) nos extratos de rapadura C obtidos por eluigdo com
metanol.

A andlise de componente principal foi realizada sobre a matriz de dados
composta de trés variaveis e oito extratos de produtos obtidos no processamento
industrial da cana-de-agucar. As variaveis foram representadas pelo indice de
Polifendlicos Totais (TPI) e os resultados obtidos nos dois métodos de avaliagdo
antioxidante, redugéo do radical DPPH e sistema -CAL.

A Figura IV.10 mostra o grafico de escores da componente principal 1 versus os

da componente principal 2. Estas duas componentes principais descrevem 83,44% da

variancia total dos dados. Dentre as componentes principais, a primeira explica 60,65%
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da variancia total dos dados enquanto que a segunda componente principal, 22,79%. A
primeira componente principal tem alta contribuicdo da concentragcdo dos compostos
polifendlicos, sendo responsavel pela discriminagéo do extrato de mel. E interessante
notar que a segunda componente principal separa a maioria das amostras em dois
grupos, extratos M e N. Os grupos também foram divididos conforme o metodo utilizado
para avaliar a atividade antioxidante, mostrando a proximidade entre os exiratos N e a
avaliagdo da atividade antioxidante que utiliza o0 método de redugéo do radical DPPH. E
possivel também visualizar a separacéo pela componente principal 2 dos extratos da
rapadura A, e corroborar os resultados das correlagbes (Tabela V.4 ) onde havia uma
tendéncia de linearidade entre o extrato N com TPl e o método de reducéo do radical

DPPH.
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IV.4 CONCLUSOES

Os compostos fendlicos das amostras de caldo de cana e rapadura sdo
constituidos basicamente por derivados de flavonas, luteolina, apigenina e tricina e por
derivados dos acidos cinamicos, caféico, clorogénico, cumarico e ferulico. A rapadura
apresenta teores mais elevados de luteolina, enquanto que no caldo prevalece tricina.

As atividades antioxidantes dos extratos de rapadura mostraram que, mesmo em
baixas concentragdes, a atividade é moderada. O caldo apresentou atividade
semelhante mas em concentragdes mais elevadas.

O extrato de rapadura apresentou atividades citostaticas para todas as linhagens
e citocida para células do célon (HT-29), de mama (MCF-7), de mama resistente (NCI-
ADR), de pulmao (NCI-460), de ovario (OVCAR), de rim (786-0) e de melanoma
(UACC-62).

O derivado de tricina, isolado a partir do caldo de cana, apresentou atividade
antioxidante moderada. Suas atividades antiproliferativas foram mais pronunciadas para
as linhagens de células de mama resistente (NCI-ADR) e de célon (HT-29), com
atividade citostatica e citocida para as linhagens de pulmao (NCI-460), de mama (MCF-

7), de ovario (OVCAR), de rim (786-0) e de melanoma (UACC-62).
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Consideracgodes finais

Os estudos sobre os compostos polifendlicos nos produtos da cana-de-agucar
mostraram que ainda ha compostos bioativos a serem descobertos em plantas
domesticadas e destinadas ao consumo. Esse trabalho também mostrou que as perdas
em compostos polifenélicos foram substanciais na produgéo industrial do agtcar
refinado. Entretanto, o mesmo nao ocorreu no processamento da rapadura, cujos
teores de compostos polifenélicos foram aumentados significativamente. Porém, na
producdo da rapadura ndo ha padronizacdo, acarretando diferengcas em sua
constituigao dependendo do fornecedor e regido onde sao produzidos.

A rapadura apresenta em média 19,24 mg/100 g e o agucar VHP, 1,93 mg/100g
de flavondides. A ingestdo de flavonéides no Brasil em 2004 foi estimada em 74,2
mg/dia, tendo como fontes principais a laranja, a alface e o tomate (Arabbi ef al., 2004).
Considerando a recomendagdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil,
2003) de que a porgao diaria de rapadura deve ser de 20 g/dia para uma dieta de 2000
kcal, o consumo desta por¢ao representaria 3,84 mg de flavonoéides, cerca de 5% da
ingestao habitual. Portanto, ao se tomar uma xicara de café adogado com 5 g de agticar
VHP a ingestdo seria de 0,1 mg de flavonéides, com a substituicido por rapadura
haveria um aumento em dez vezes de flavondides ingeridos. Entre as bebidas, o suco
de laranja contribui com cerca de 220 mg/L de flavanonas. O caldo de cana contem
cerca de 48,5 mg/L de flavonas, lembrando que estes polifendis apresentam atividades
antioxidantes superiores as flavanonas.

Os produtos minimamente processados, caldo de cana e rapadura, sao
pobremente documentados na literatura e requerem estudos mais aprofundados. A

rapadura, em especial, necessita de estudos para padronizagdo de seu processo. A



ANEXDS 125

presenga de compostos polifendlicos, dotados de relevantes atividades biolégicas,
apontam para a conveniéncia do consumo dos produtos da cana-de-agucar, reforgando
recomendagdes anteriores baseadas na alta concentragdo de sacarose e presencga de
ferro, célcio e magnésio. Sugerem-se medidas com vistas ao incremento de seu
consumo pela populacdo em geral, por exemplo, como complemento alimentar em

merendas escolares e substituinte do agucar refinado.



ANEX0S 126

[ DAD1D, 5ig=326,20 Ref =i T (& \MALURICIO\DOU TOR~RESULT~THPLCWC ROMA T~1WJ SINANVARIED ~ 0066702 0)
mAU
AC,\ M
500
400 — I
’!
200 -
AC l\ _
200 ]
-1 \ J\ U M
’\
ol NwJ\PJV MR \,‘\ . Y N SN ‘“/\I \_
.20 Refwolt (£ \MAURICIO\DOU TOR-TRESULT-1\IPLCICROMAT-1 USINAWARIED AV 5.0 2 2 m
mALS -
T N
200 ]
150 d AC .! T
-l - |
!\ I”‘ f \ _J’h\.
= LI /A
- N e LN . - .
0 T N e e |
f Py 15_ 20 =

Anexo 1. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos eluatos fracdo metanol (M) e

metanol:amoénia (N) de cana-de-acgutcar variedade SP801842 em 328 nm. A: derivado de

apigenina; L: derivado de luteolina; T: derivado de tricina; AC: acidos cinamicos.
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Anexo 2. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos eluatos fragdo metanol (M) e
metanol:amoénia (N) de cana-de-agucar variedade SP813250 em 328 nm. A: derivado de

apigenina; L: derivado de luteolina; T: derivado de tricina; AC: acidos cinamicos.
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Anexo 3. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos eluatos fragdo metanol (M) e
metanol:aménia (N) de cana-de-acgtcar variedade RB835480 em 328 nm. A: derivado de
apigenina; L: derivado de luteolina; T: derivado de fricina; AC: acidos cinamicos.
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Anexo 4. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos eluatos fragdo metanol (M) e
metanol:aménia (N) de caldo misto em 328 nm. A: derivado de apigenina; L: derivado de
luteolina; T: derivado de tricina; AC: acidos cinamicos.
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Anexo 5. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos eluatos fragdo metanol (M) e

metanol:aménia (N) de xarope em 328 nm. A: derivado de apigenina;

luteolina; T: derivado de tricina; AC: acidos cinamicos.
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Anexo 6. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos eluatos fragdo metanol (M) e

metanol:aménia (N) melagco em 328 nm. A: derivado de apigenina; L: derivado de

luteolina; T: derivado de tricina; AC: acidos cindmicos.
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Anexo 7. Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD dos eluatos fragdo metanol (M) e

metanol:aménia (N) agucar VHP em 328 nm. A: derivado de apigenina; L: derivado de

luteolina; T: derivado de tricina; AC: acidos cinamicos.
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