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RESUMO

Um dos principais problemas na conservacédo dos alimentos é a ocorréncia de
processos oxidativos. A oxidacdo dos alimentos se da, principalmente, entre os

lipides que os compdéem.

~

O processo oxidativo induz a formacdo de substancias que alteram as
caracteristicas sensoriais e nutricionais do alimento. Em estagios mais
avancgados a oxidacao dos alimentos forma compostos que sdo prejudiciais ao

organismo animal.

Entre as maneiras de se prevenir o processo oxidativo, destaca-se o emprego
de antioxidantes. Estes, frequentemente, s&o substancias sintéticas.
Antioxidantes sintéticos sdo compostos fendlicos e a eles sao atribuidas
algumas particularidades indesejaveis, pois os mesmos podem interferir em

alguns processos fisiol6gicos do organismo animal.

Com a perspectiva de substituicado dos antioxidantes sintéticos, por
substancias naturais, diversos estudos tém sido realizados com os vegetais,

usando a extragéo e identificagdo de compostos com atividade antioxidante.

Tendo em vista que os vegetais, das espécies de Brassica, apresentam
elevadas concentragdes de compostos fendlicos, este estudo teve por objetivo
a deteccdo da presenca da atividade antioxidante em diferentes extratos
obtidos a partir de sementes de mostarda (Brassica alba, L.), onde o extrato
aquoso foi apresentou melhor atividade antioxidante com 68,1% de inibi¢éo da
oxidacao. Em uma segunda etapa foi realizada a identificacao dos acidos
fendlicos nas sementes de mostarda, aos quais se atribuiu a capacidade
inibidora da oxidagéo. Foram identificados, através da cromatografia em fase
gasosa, os seguintes acidos fendlicos: salicilico, frans cinamico, p-
hidroxibenzdico, vanilico, gentissico, quinico, p-cumarico, ferdlico, caféico, cis
e trans sinaptico e a catequina. O acido p-hidroxibendéico foi o que apresentou

maior em maior quantidade e com bom potencial de inibigdo da oxidagao.



XIX

Os resultados obtidos, demonstraram a existéncia de elevada atividade
antioxidante nas sementes de mostarda.e infere-se, que no futuro, essa
especiaria ou alguns de seus compostos isolados poderao vir a ser utilizados

como antioxidantes no processamento de alimentos.



ABSTRACT

The oxidative process ia a problem in food conservation. It can occure

frequently among the lipids and fatty acids.

Substances produced by the oxidative process promote modification in
sensorial and nutritional food characteristics. During the oxidative process

these substances may form compounds deleterious to animal organism.

Synthetic antioxidants are substances often used for the inhibition of the
oxidation process. These substances are phenolic compounds and they can

induce some toxic effects.

Many studies with vegetables have been done to identify natural antioxidants
compounds by extracting and isolating these substances to replace them with

sintetic antioxidants.

Once that Brassica species have high amounts of phenolic acids, the studies
were focused on the phenolic acids evaluation with antioxidant activity in the
extracts of mustard seeds (Brassica alba, L.), where the aqueous extract had
the best antioxidant activity with 68,1% of oxidation inhibition. The second step
was identify the phenolic acids in mustard seeds that have the capacity to
inhibit oxidation. The phenolic acids found were: salycilic, frans cinnamic, p-
hydroxybenzoic, vanilic, gentissic, quinic, p-coumaric, ferulic, caffeic, cis and
trans sinapic and catequin. The p-hidroxybenzoic acid was identify with a high

composition and with a good potential of oxidation inhibition.

The results obtained showed high antioxidant activity in mustard seeds. In the
future this spice and its phenolic compounds might be used as antioxidants in
food.






INTRODUGAO )

1 - Introducgao

Uma das maiores alteragcbes que ocorre durante o processamento,
distribuicdao, armazenamento e preparo dos alimentos é a oxidagao. Dentre estas, a
oxidagéo lipidica se destaca pois pode afetar a qualidade nutricional, seguranga,
cor, sabor, flavor e textura dos alimentos. As reagbes oxidativas, além de
produzirem diminuigao no valor nutricional dos alimentos, sao também responsaveis
pela formacdo de compostos potencialmente tdxicos e antinutricionais para os
organismos humano e animal (KANAZAWA ef al, 1985, SHAHIDI &
WANANSUNDARA, 1992).

No entanto existem substancias com propriedades antioxidantes que sao
utilizadas no processamento de 6leos e gorduras e em alimentos em geral que sao
capazes de retardar a oxidagéo lipidica. Os antioxidantes podem ser naturais, como
o acido ascoérbico, o a-tocoferol e compostos fendlicos presentes nos alimentos, ou
sintéticos como o hidroxianisolbutilado (BHA), o hidroxitoluenobutilado (BHT), os

galatos de propila (PG), o terci-butilhidroquinona (TBHQ), entre outros.

Os antioxidantes sintéticos estdo restritos a um maximo de 200 ppm pelos
coédigos bromatologicos de diversos paises e seu uso tem sido, frequentemente
monitorado, devido aos danos que os mesmos podem vir a provocar no organismo
(BABICH, 1992).

Antioxidantes sao substancias que inibem a peroxidagao lipidica, prevenindo
a rancificagdo, podendo ser definidos como qualquer substancia que, quando
presente em baixas concentra¢des, inibe, diminui ou previne a oxidagdo de
substratos oxidaveis. O termo “substrato oxidavel” inclui todas as substéncias
encontradas em células, incluindo proteinas, lipides, carboidratos, DNA e outros
componentes. (SIES, 1997).



INTRODUCAO 2

Antioxidantes podem interferir no processo de oxidagado por reagirem com
radicais livres, quelando metais cataliticos e também por agirem como
consumidores de oxigénio e doadores de hidrogénio. Compostos fenélicos podem
interferir de forma eficiente na prevencdo da oxidagéo; contudo, é pequeno o
nimero compostos fendlicos sintéticos permitidos por lei como antioxidantes em
alimentos, (SHAHIDI & WANANSUNDARA, 1992) pois, para sua aprovagao pelos
orgados fiscalizadores sao considerados, principalmente, seus potenciais de
atividade e toxidade. Muitos fendlicos naturais vém sendo aceitos como
antioxidantes e sado produzidos comercialmente, dentre estes estdao os flavondides
(SHAHIDI & WANANSUNDARA, 1992).

Os mecanismos de agéo antioxidante podem incluir:

M Remocéo de O;

M Sequestro de espécies reativas de oxigénio/nitrogénio;

M Inibicdo da formacdo de EROS (substancias reativas ao oxigénio) e/ou
ERNS (substancias reativas ao nitrogénio);

M Ligacdo com ions metalicos necessarios para a catalise da formagéo de
EROS;

M Regulagdo de defesas antioxidantes endégenas.

Quando EROS/ERNS sao formadas in vivo, muitos antioxidantes podem
participar, inibindo suas ag¢des. A importancia dos antioxidantes como agentes
protetores dependem de (SIES, 1997):

M Quais os tipos de EROS/ERNS séo formados;
Como as EROS sé&o geradas;

Onde as EROS séo geradas;

N A X

Por qual alvo de destruicao as EROS podem ser medidas.

Os compostos fendlicos em plantas tém sido muito estudados, por
apresentarem atividades bioquimicas, farmacolégicas, antinutricionais,
anticarciongénicas (PLUMB et al., 1996 & ABU-AMSHA et al., 1996), e mais
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especificamente a capacidade de inibir a oxidacdo e a proliferacdao de fungos
(NAGEN et al, 1992 & GAMACHE, 1993); assim como por participarem dos
processos responsaveis pela cor, adstringéncia e aroma em diversos alimentos
(WHITING & COGGINS, 1975).

Atualmente, estudos vém sendo direcionados para uso de antioxidantes
naturais como, por exemplo, os compostos fendlicos presentes em especiarias (em
substituicao ou diminuicdo do uso dos antioxidantes sintéticos) com o objetivo de
diminuir a possivel formacao de substincias indesejaveis nos alimentos (PRATT,
1992).

Alguns trabalhos ja relataram a importincia de certas especiarias na
preservacao de lipides, como, por exemplo, o alecrim na prevengédo da oxidacao e

aumento do tempo de exposicao de pescados nas prateleiras (SANT’ANA, 1998).

Muitos trabalhos vém sendo realizados para a identificacao e caracterizagao
desses compostos fendlicos, porém, existem varios problemas metodolégicos, pois
trata-se de uma gama muito grande de substancias (fendis simples, cumarinas,
acidos fendlicos, ligninas, taninos e flavonéides), que geralmente, sdo substancias
polares e, conseqiientemente, reativas e suscetiveis a acdo de enzimas (MURPHY,
1978).

Os acidos fendlicos pertencem ao grupo de compostos fendlicos. Ha muitas
dificuldades relacionadas com a sua analise: desde a extracdo até a escolha de
uma metodologia adequada para separagao, identificacdo e quantificacdo dos

mesmos.

Os compostos fendlicos naturais apresentam elevado potencial antioxidante
para serem utilizados na industria alimenticia, uma vez que tanto impedem o
processo oxidativo de nutrientes (como os lipides de dietas), quanto inibem ou
bloqueiam os processos oxidativos em sistemas biolégicos. Ha, portanto, a
necessidade de um estudo mais claro dos compostos fenélicos presentes nas

substdncias consumidas naturalmente, como as especiarias, nas quais se
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encontram as do género Brassica.

A mostarda (Brassica alba, L.) A mostarda — planta do género Brassica —
possui substéncias que conferem sabor aos alimentos. Devido a essa caracteristica,
possui amplo uso na industria alimenticia como condimento e molhos especiais. O
6leo de sua semente possui compostos com principios farmacolégicos de acgao
antineoplasica, porém apresenta substancias irritantes e téxicas ao organismo. A
aplicagdo adequada dessas substancias isoladas e purificadas na industria
alimenticia podera determinar um maior ou menor consumo da mesma como

produto industrializado de caracteristica condimentar.
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2 - Reviséao Bibliografica

2.1 - Oxidacao lipidica em alimentos

Os lipides sdo um grupo heterogéneo de compostos, que apresentam a
propriedade de serem relativamente insollveis na agua e soluveis em solventes nao
polares como: éter, cloroférmio, hexano. Essas substancias sao constituintes
importantes da dieta, ndo s6 pelos seus elevados valores energéticos, como
também pelo transporte de vitaminas lipossoliveis e pelo fornecimento de acidos
graxos essenciais. Os lipides, juntamente com proteinas e carboidratos, constituem
a maioria dos compostos estruturais de todas as células vivas (MAYES, 1994).
Porém, durante décadas, tém sido um centro de controvérsias sobre problemas
nutricionais e seu papel na origem de certas doeng¢as, muitas delas provindas de
processos oxidativos (NAWAR, 1996).

Os ftriglicerideos sdo as unidades fundamentais dos lipides e séao
representados por ésteres de acidos graxos com o glicerol. Os acidos graxos que
ocorrem nos triglicerideos dos 6leos e nas gorduras, usualmente, contém nimero
par de atomos de carbono, porque sao formados por unidades de dois carbonos e
derivados de cadeia linear. A cadeia pode estar saturada (sem a presenca de
duplas ligagdes) ou insaturada (contendo uma ou mais duplas ligagées) (MAYES,
1994).

Os acidos graxos formam um grupo de substancias de grande
susceptibilidade aos processos oxidativos, devido principalmente, a presenca de
insaturagdes, que devido a maior concentragdo eletrénica nos carbonos onde estao
localizados, promove menor atragdo dos hidrogénios nos carbonos adjacentes.
Esses hidrogénios podem ser retirados, mais facilmente, da cadeia dos acidos

graxos, levando a formac¢ao de um radical livre (KANNER et al. 1987).

A autoxidacdo é descrita como uma reagdo em cadeia, via radical livre, com

as seguintes etapas: iniciagao, propagacao e término (esquema 1). Ela € uma das
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maiores causas de degradacdo de alimentos. Essa caracteristica € de grande
interesse econdmico para a industria alimenticia, devido a formag¢éo de odores
desagradaveis (ranco), perda do valor nutricional e formagao de produtos téxicos ao
organismo. Por outro lado, um certo grau de oxidagao lipidica, em algumas
condigbes, é por vezes desejavel, como por exemplo, na producao de certos queijos
ou aroma de fritura de alguns alimentos como batata frita ou churrascos (NAWAR,
1996).

A rancificagcdo € uma transformagdo que ocorre em lipides que contenham
acidos graxos insaturados e que podem sofrer oxidagdo, degradacdo e
polimerizagdo por um mecanismo de radicais livres. Desta transformacao resultam
aldeidos, cetonas, acidos, alcoois, hidrocarbonetos, entre outros, responsaveis
pelas caracteristicas sensoriais e fisico-quimicas associadas a este tipo de
rancificacdo. Na primeira fase (iniciagdo) em que nao ha cheiro ou gosto de ranco,
formam-se os primeiros radicais livres; a segunda fase ou de propagagao ja
apresenta cheiro e sabor e tendem a aumentar rapidamente. Também ha um
aumento da quantidade dos peroxidos e de seus produtos de decomposigdo; a
terceira fase ou término, caracteriza-se por cheiros e sabores fortes, alteragcbes da

cor e da viscosidade dos lipides, bem como da sua composicéo.

Ainda que a inibicdo completa da rancificagdo oxidativa nao tenha sido até
agora conseguida, € possivel retardar essa transformacéao por periodos longos, de
modo a permitir o consumo dos lipides ou dos alimentos que os contém, mesmo

apos seu armazenamento por muitos meses (BOBBIO & BOBBIO, 1992).

A autoxidacdao de lipides ocorre via mecanismo tipico de radical livre,
caracterizada pela existéncia de uma espécie que possa atacar e abstrair um atomo
de hidrogénio de um grupamento metileno, deixando um elétron desemparelhado no
carbono, dando inicio ao processo oxidativo (ERENEL ef al., 1993, SANT ANA,
1998).

Apbs a iniciagdo, com a producio da espécie radicalar R*, ocorre a adi¢do do

oxigénio, resultando na producéo de radical peroxila ROO® e, esse em um processo
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sequencial, retira hidrogénio de grupos a-metilénicos, de outras moléculas RH, para
formar o hidroperéxido ROOH e um outro radical R*. O novo radical R* reage com o
oxigénio e a reacgado se repete, caracterizando o processo de propagag¢ao da reagao

em cadeia da autoxidag¢ao lipidica (esquema 1) (NAWAR, 1996).

4 P*F\’OO"" Dimeros; polimeros;

/ perdxidos ciclicos;
iniciagéo Propagagéo l hidroperdxidos S
- F N
‘\R s /‘ RH Ruptura

ROO (
COMpoSis S,
aciclicos e ciclicos I OH™
Aldeidos
cetonas
Hidrocarbonetos
. ) furanos
ROOR, ROR dimeras « RO" - Composto ceto, hidroxi e acidos

\ epoxi
Lptura

— ¢ v
Aldeidos Radicais alquil Semi-aldeido
p— oxi-ésteres
0 condensacgéo

P T
: Hidrocarbonetos 0,

l l I Alguiltrioxanos I%OOH terminal
e dioxanos i

Hidrocarbonetos,
aldeidos mais curtos,
acidos epoxidos

Hidrocarbonetos, aldeidos
alconl

Esquema 1 - Esquema geral da autoxidagdo (NAWAR, 1996).

Um dos fatores mais discutidos na oxidagao lipidica é a fonte primaria de
radicais iniciadores da peroxidagao in vivo ou da autoxidacao in vitro (PRYOR,
1978; KANNER & KINSELLA, 1983; KANNER et al., 1987), que leva a formacgao de
hidroperéxidos (produtos iniciais primarios da autoxidagdo lipidica) que sao

altamente instaveis. Eles fazem parte de um nimero de reagcbées complexas,
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envolvendo degradacao e interagao com substratos (lipides, proteinas), resultando

em compostos de varios pesos moleculares (NAWAR, 1996).

A autoxidacao ocorre por dois caminhos: pela ativagao do oxigénio, por um
iniciador , com consequente formagao de oxigénio “singlef’ e incorporacao desse
na dupla ligagao (LEE & MIN, 1990) e, pela formacao das espécies reativas do
oxigénio. Os termos “espécies reativas” do oxigénio e do nitrogénio, incluem entéo,
radicais livres como: radical hidroxila ("OH); radical 6xido nitrico ("NO); radical
superoxido (O."); radical peroxila (LOO®), e nao radicais, como: peréxido de
hidrogénio (H,0,); acido hipocloroso (HCLO); oxigénio “singlet’ ('O,) e 0z6nio (Os)
(ARUOMA, 1993).

Os efeitos da oxidagado lipidica em alimentos (esquema 2) podem ser
resumidos em dois pontqs basicos: as modificagbes de suas caracteristicas
sensoriais (cor, textura, sabor e odor) e bioquimicas, causando perda de nutrientes
e/ou a formacédo de substancias que podem ter agao toxica, como aldeidos, alcoois,
acidos epoxidos, cetonas, polimeros e esterdis oxidados (FINLEY & GIVEN, 1986;
KANNER, 1994; MIRANDA, 1997).

LIPIDES

|HIDROPEROXIDOS |

PEROXIDOS
(transconjugados)
+ Proteina
+ Vitaminas + Pigmentos
PERDA DE PERDA DA COR INTERAGCAO DE PROTEINA OXIDADA
NUTRIENTES DIMINUICAQ DA TIOIS DIMINUICAO DA
ATIVIDADE DIGESTIBILIDADE
ANTIOXIDANTE i PERDAS DE
DERIVADOS AMINOACIDOS
OXIDADOS

ALDEIDOS, ALCOOIS,
ACIDOS EPOXIDOS,
CETONA, POLIMEROS
ESTEROIS OXIDADOS

Esquema 2 - Mudangas na cor, odor, textura, valor nutritivo e/ou toxidade dos alimentos (MIRANDA, 1997).
FONTE: FINLEY & GIVEN, 1986.
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Ha muitos fatores que influenciam a oxidagao lipidica em alimentos:
composicdo de Aacidos graxos, concentracdo de oxigénio, temperatura, area de
superficie, umidade, orientagdo molecular, estado fisico, emulsificagédo, mobilidade

molecular, transi¢cao vitrea, fatores pré-oxidantes, radiagao e fatores antioxidantes.

O numero, posicdo e geometria das duplas ligacdes afetam o processo
oxidativo. Por exemplo, a propor¢cdo de oxidacdo para os acidos araquiddénico,
linolénico, linoléico e oléico é aproximadamente 40:20:10:1, respectivamente. Ja os
acidos de isomeria Cis, sdo mais reativos do que os de isomeria Trans e, os de
duplas ligagdes conjugadas, sdo mais reativos do que os ndo conjugados.
Autoxidacdo de acidos graxos saturados & extremamente baixa a temperatura
ambiente, permanecendo praticamente estaveis quando a rancidez oxidativa dos

acidos graxos insaturados passa a ser detectada (NAWAR, 1996).

Quando a concentragdo do oxigénio é alta, o processo oxidativo independe
de sua concentragcdo, mas em baixas concentragdes, a velocidade deste processo
passa a ser proporcional a concentragdo do oxigénio. Contudo, o efeito da
concentracdo de oxigénio, também esta influenciada, por outros fatores, como
temperatura e area de superficie. Em geral a oxidagao € proporcional a temperatura,
que por sua vez, depende da pressao parcial de oxigénio. Esse fato €& devido a
baixa solubilidade do oxigénio em lipides em baixas temperaturas. A oxidagao
também esta relacionada com a superficie de contacto sendo que, quanto maior a

area do lipide exposto ao ar, maior a sua susceptibilidade a deterioragcdo oxidativa.

Em sistemas lipidicos, porém, a razao de oxidacao depende fortemente da
atividade de agua (Aw). Em alimentos desidratados (com baixo conteudo de
umidade) a Aw € inferior a 0.1 e, consequentemente, o processo oxidativo se da
rapidamente. Aumentando a atividade de agua para 0.3 (valor protetor da
monocamada) ocorre diminuicdo desta reagao. Todavia, com atividades de agua
superiores a monocamada (Aw = 0.55 - 0.85) devido provavelmente, a uma maior
mobilidade catalitica (dgua livre para as reagfes) a reacao oxidativa, volta a

aumentar.
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Como visto nos dados de literatura, a reacao de oxidagao dos lipides, mesmo
para os insaturados, tem uma energia de ativagao alta e sua ocorréncia seria pouco
provavel, se nao fosse pela presengca de substancias ou de fatores fisicos que
especificamente baixam esse nivel ou permitem a transmissdo de energia as
moléculas, permitindo que a reagdo ocorra com relativa frequéncia e rapidez. Assim
agem os prooxidantes, entre os quais temos: metais, pigmentos fotossensiveis e
determinadas radiagées, como a radiagado y (BOBBIO & BOBBIO, 1992).

Metais de transicdo, como cobre, cobalto, ferro, magnésio e niquel, que
possuem dois ou mais estados de valéncia e bom potencial de oxi-redugéo, séo
efetivos pré-oxidantes. E quando estao presentes mesmo em baixas concentragdes,
podem aumentar o processo oxidativo. Metais pesados encontrados em Oleos,
podem ser provenientes do solo (oriundos da matéria-prima do 6leo, como a soja)
ou de equipamentos metalicos, utilizados no processamento ou durante o
armazenamento. Entretanto, eles podem estar presentes naturalmente, em
alimentos como ovos, leite e sucos de frutas, apresentando-se de maneira livre ou
ligada (NAWAR, 1996).

Para controle desse processo, existem medidas quimicas e fisicas que
servem de parametro de qualidade dos alimentos. Dentre os meétodos mais
utilizados, podemos citar: o indice de peréxidos, teste do acido tiobarbiturico,
medida de compostos volateis, espectrofotometria ultravioleta, indice de iodo,
meétodos cromatograficos (como a cromatografia em camada delgada), método do
oxigénio ativo, teste de Schaal e métodos subjetivos, como analise sensorial, que
mede, com precisao, alteragcdes nas caracteristicas organolépticas dos alimentos

que sofreram oxidacéo.

2.2 - Antioxidantes

Uma substéncia antioxidante pode ser definida como composto ou substancia

quimica que inibe a oxidag¢do ou, qualquer substancia que, quando presente em
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baixa concentracdo comparada a do substrato oxidavel, diminui ou inibe

significativamente a oxidagdo do mesmo (ABDALLA, 1993).

Métodos modernos de processamento de alimentos necessitam da adigéo de
substancias quimicas para melhorar a qualidade e aumentar a vida de prateleira, os
antioxidantes fazem parte de uma classe de substadncias quimicas importante na
adicdo em alimentos, tanto aqueles in natura como os processados. Eles néo
melhoram a qualidade do produto, mas permitem a preveng¢ao da oxidagéao de
componentes labeis a oxidacdo sendo efetivos em baixas concentragbes para a

inibicdo de reacbes com radicais livres.

O processo oxidativo altera a qualidade final do alimento, além de formar
compostos que podem ser nocivos ao organismo animal, dai a preocupag¢ao no

estudo de substancias que inibam ou diminuam a formac¢ao dessas substancias.

Varios estudos vém sendo desenvolvidos e mostram que os produtos da dieta
podem ser absorvidos pelo organismo. MARQUEZ-RUIZ e colaboradores (1992)
estudaram em ratos os efeitos de 6leo de oliva termoxidados e concluiram que ha
diminuicao tanto da digestibilidade, como na absorgcao das gorduras e aumento da
excregdo de insaponificaveis. Mais recentemente, MONAHAN ef al (1994)
observaram que suinos que consumiram na dieta éleo de milho oxidado,
apresentaram maior peroxidacdo dos microssomas do que o controle € menor
fluidez da membrana. Dos produtos de oxidagao, os 6xidos de colesterol s&o os que
apresentam maiores efeitos bioldgicos, sendo associados diretamente como causa
de patologias como a aterosclerose. O 25 hidroxicolesterol € o mais aterogénico de
todos os oOxidos do colesterol. Autores afirmam que o colesterol puro nado é
aterogénico e sim o 25 hidroxicolesterol, o a- e B-epdxidos, S5a-6p-triol e o B-
colestano sao altamente aterogénicos. Os possiveis mecanismos da participacao
dos lipideos oxidados nos danos ao endotélio e na producgdo de células espumosas
ou “ foam cells”, estao ilustrados na figura 1 (SCHWENKE, D.C., 1998).
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Figura 1 - Possiveis mecanismos da participagao dos lipideos oxidados nos danos ao endotélio e na
producado de células espumosas ou “ foam cell”. FONTE: SCHWENKE, D.C., 1998.

Legenda: HDL- lipoproteina de alta densidade; LDL- lipoproteina de baixa densidade; CAM-
molécula de adesdo celular;PAI-1- inibidor 1 ativador de plasminogénio e TF-fato de
atividade tecidual (liberados pelas células endotelias devido a presenga da LDL oxidada);
MCP-1- proteina quimiotatica de monbcitos; M-CSF- fator estimulante a colénia de
monocitos; Pgs- proteoglicanas (formadas a partir da proliferagdo das células musculares
lisas, levando a maior captagdo de LDL oxidada pelos macrofagos); SMC- células
musculares lisas; PDGF e IL-1- fatores de crescimentos celular; MMP- metaloproteinas;
TIMP- inibidor de metaloproteinas (quando diminuido pode promover ruptura de placas
ateroscleréticas).

Os antioxidantes podem ser dividos em duas classes: 0os com atividade
enzimatica e os sem atividade. No primeiro grupo estdao os compostos capazes de
bloquear a iniciagdo da oxidagao, ou seja, as enzimas que removem as espécies
reativas ao oxigénio. No segundo grupo estido moléculas que interagem com as
espeécies radicalares e sdo consumidas durante a rea¢ao. Neste grupo incluem os

antioxidantes naturais, como os compostos fendélicos.
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Com a finalidade de prevenir a autoxidagdo ou minimizar seus efeitos
deteriorativos, pode se fazer uso de antioxidantes que podem ser classificados em

trés tipos:

¢ Tipo | - Bloqueadores de radicais livres, entre os quais, encontram-se como
exemplos o BHA , o BHT, o propil galato e o a-tocoferol. Estes sao compostos

fenélicos simples que doam hidrogénio ao radical.

e Tipo Il - Inibidores da formacgao de radicais, tais como agentes quelantes como o
EDTA, o acido citrico, a lecitina e varias formas do acido ascérbico. Estes ultimos

agem, principalmente, por ligagao a metais cataliticos.

e Tipo Ill - Fatores ambientais: diminuicdo da pressdo parcial de oxigénio nas
embalagens de alimentos desidratados, atividade de agua, temperatura e luz,

entre outros.

Os antioxidantes do tipo | agem por quebra da reacdao em cadeia, através da
remocao dos radicais alquil ou peroxil. Entre os antioxidantes dessa classe,
encontram-se os compostos sintéticos que sao utilizados, normalmente, na
alimentacdo humana. No entanto, um dos problemas do emprego dessas
substancias esta relacionado com a caracteristica de solubilidade desses
antioxidantes tanto no meio aquoso como no lipidico, podendo ter uma melhor
atividade conforme o meio em que estejam presentes. O BHT (um antioxidante
sintético hidrofilico), devido a sua grande estabilidade, € um bom sinergista quando
combinado ao BHA. O tocoferol (antioxidante natural hidrofébico) é encontrado em
varias concentragdes em alimentos, especialmente em plantas. E, dependendo da
composigao do alimento, pode-se utilizar um antioxidante que possua uma melhor

estabilidade no meio.

Ja os antioxidantes do tipo Il, para uso em alimentos, agem quelando tragos
de metais e tornado-os menos reativos. A presenca de metais em alimentos ou
sistemas lipidicos reduz a energia de ativacdo para a iniciagdo. Isso tende a

aumentar a reag¢ao de oxidacado. Dai a importancia da inativagdo ou remogéao de
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metais que apresentam mais de um estado de valéncia no processamento de
alimentos. Um dos exemplos classicos deste tipo de reacao com metais é a reacéo

catalizada pelo ferro:

Fe2 € Fe®i o AH'

Por outro lado, os antioxidantes do tipo Il ndo sao utilizados para diminuir a
reacdo de compostos especificos, e sim para controlar fatores ambientais. Por
exemplo: a reducao de niveis de oxigénio tem um efeito antioxidante, pois diminui a
sua disponibilidade para a cinética oxidativa. Em adi¢do a outros fatores ambientais
(como umidade e temperatura), que também afetam a reacdo. Esses sao fatores
importantes para o controle da oxidacao, principaimente, para as condi¢cdes de

armazenamento dos alimentos (LABUZA, 1971).

Como visto os antioxidantes sintéticos, sdo utilizados na prevencdo dos
processos oxidativos. Contudo, esses compostos podem agir de maneira pro-
oxidativa, em certas condi¢gdes. A atividade antioxidante ou prooxidante dos
antioxidantes é dependente de fatores quimicos e/ou fisicos que determinem sua
acao, como temperatura, solubilidade, potencial de redugao de metais, entre outros.
O controle desses fatores é que determinara o potencial antioxidante e uma melhor

aplicagao dessas substancias em processos de conservacgdo dos alimentos.

2.2.1 - Antioxidantes sintéticos X antioxidantes naturais

Como ja descrito, antioxidantes sao substancias que retardam ou diminuem a
velocidade da oxidacdo de materiais oxidaveis. Eles podem ser naturais ou
sintéticos e, para serem utilizados em alimentos, devem cumprir certos requisitos,
como ser seguro para a saude. Os principais antioxidantes sédo os tocoferéis, acidos
fendlicos, ascorbato, p-caroteno, propil galato, BHA (hidroxianisolbutilado), BHT
(hidroxi-toluenobutilado) e TBHQ (terci-butilhidroquinona). A eficacia dos
antioxidantes esta relacionada com: energia de ativacéo, constantes de velocidade
e potencial de 6xido-redugcdo (NAWAR, 1996).
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Uma substancia, como um antioxidante, retarda as rea¢des de oxidagao
quando inibe a formagcdo de radicais livres (iniciacdo) ou quando interrompe a
propagacao das cadeias de radicais livres. A etapa de inducdo pode ser retardada
por antioxidantes que desagregarh perdéxidos, antioxidantes complexantes ou por

antioxidantes inibidores do oxigénio “singlet” (NAWAR, 1996).

PRATT & BIRAC (1979) sugeriram a utilizacdo de compostos fendlicos
naturais, ja que os mesmos agem como aceptores de radicais livres, interrompendo
a reacdo em cadeia provocada por esses radicais e, além disso, agem também nos
processos oxidativos catalisados por metais. Para a tecnologia de 6leos e gorduras,
os compostos fenodlicos naturais apresentam bom potencial antioxidante, podendo
ser utilizados associados a antioxidantes sintéticos ou mesmo, substitui-los. DURAN
& PADILLA (1993), vém realizando estudos para verificar o potencial antioxidante
dos fendlicos, com a tentativa de substituir os antioxidantes sintéticos, como o BHA,
BHT, TBHQ e propil-galato. Diversas pesquisas tiveram por objetivo, encontrar
produtos naturais com atividade antioxidante que permitissem substituir
antioxidantes sintéticos (ou fazer associagdes entre eles), com o intuito de diminuir
a quantidade dos mesmos (BRANEN, 1975; HIROSE et al., 1986; OKUBO, 1997).

A literatura discute o fato da toxicidade aguda do BHT poder ser identificada
somente em doses muito superiores aquelas consumidas normalmente pelo ser
humano. Porém, pequenas doses sendo consumidas sistematicamente podem
apresentar efeito cumulativo, induzindo a uma toxidez crénica em varios 6rgaos e
sistemas, principalmente no figado, provocando hipertrofia e hiperplasia, e nos
pulmdes, ali apresentando, além dos efeitos observados no figado, uma
desorganizacao generalizada dos componentes celulares (JORI, 1983; KEHRER &
DIGIOVANNI, 1990). Por outro lado, os agentes quimiopreventivos (esquema 3)
isoladgs ge antioxidantes naturais, agem prevenindo lesdes teciduais que poderiam
levar a diferenciagao celular (NAMIKI, 1990; HO, 1992).
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Pré-carcinégeno

Carcinogeno

Reacdo com DNA

Carcincégeno - DNA

Um ou dois ciclos celulares
de replicacdo do DNA para
formar a célula iniciada

Célula iniciada

Conversao da célula
iniciada para célula
neoplasica

Célula pré-neoplasica

[ Célula neoplasica |

Atividade quimiopreventiva

Inibicdo do carcinégeno por:

- bloqueio da ativagao

- diminuicdo de metabdlitos genotdxicos

Prevencao da reagdo do carcinégeno com o DNA:

- intercepgao do carcinégeno

- aumento no metabolismo e excre¢do do
carcindégeno

Estimulag&o no reparo do DNA

Diminuicdo da promogao por:

- blogqueio de agentes redutores
- atividade antioxidante

- atividade antiinflamatéria

Conversao de célula pré-neoplasica, por reversdo em célula neoplasica

Esquema 3 - Pontos de intervengdo por agentes quimiopreventivos, presentes em antioxidantes

naturais, no processo de carcinogénese. FONTE: HO, 1992.

Tendo em vista os problemas observados em testes com animais que

consumiram dietas contendo antioxidantes sintéticos e os riscos que o uso regular

e/ou indiscriminado dessas substancias pode oferecer ao ser humano, além de uma

rejeicao generalizada dos aditivos alimentares sintéticos, tem crescido o interesse

de diversos centros de pesquisa em relagdo ao isolamento e a identificagdo de

antioxidantes naturais, com a perspectiva da substituicdo parcial ou até mesmo total
dos antioxidantes sintéticos em alimentos lipidicos. (PRATT & WATTS, 1964; TIAN
& WHITE, 1994; YEN & CHEN, 1995; MIRANDA, 1997).
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2.2.2 - Antioxidantes sintéticos

Os antioxidantes sintéticos mais usados na industria de alimentos sé&o:
hidroxianisolbutilado (BHA), hidroxi-toluenobutilado (BHT), terci-butilhidroquinona
(TBHQ) e propil galato (PG).

OH
7 C(CH3)3 BHA
3-terci-butil-4-hidroxianisole
2-terci-butil-4-metoxifenol
OCH3
OH
(CH3)3C “ C(CH3)3 BHT

3,5-di-terci-butil-4-hidroxitolueno
2 6-di-terci-butil-4-metilfenol
CH3

Esquema 4 - Estruturas do BHA e BHT. FONTE: SHAHIDI, 1992,

Inicialmente, o BHT foi sintetizado para ser utilizado na industria de refinacao
de petréleo a fim de inibir o processo de oxidacao. Atualmente, tanto o BHT como
BHA s&o antioxidantes amplamente empregados em o6leos e alimentos lipidicos.
Apesar de serem eficientes e de seu baixo custo, esses antioxidantes possuem
limitagbes devido a sua instabilidade em altas temperaturas e sua toxicidade pouco
esclarecida (NAMIKI, 1990).

O emprego de antioxidantes sintéticos, como o BHT, vém sendo questionado
em funcao de suas possiveis a¢des deletérias ao organismo. Alguns estudos estao
sendo direcionados para garantir a seguranca, como também verificar as possiveis
acoes mutagénicas, teratogénicas e carcinogénicas dos antioxidantes sintéticos em

alimentos, com resultados ainda controversos, dificultando assim o estabelecimento
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de um valor adequado para ingestao diaria aceitavel (IDA) (BRANEN, 1975; JORI,
1983; KEHRER & DIGIOVANNI, 1990; SHIBATA et al., 1993; WILLIAMS, 1992).

O BHA e o BHT sé&o considerados seguros dentro da classificagao
estabelecida pelo Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos; o
mesmo ocorrendo com o TBHQ e PG, desde que o total do antioxidante ou da
mistura dos antioxidantes, no alimento, nao seja superior a 200 ppm do conteudo
lipidico (COULTER, 1988). Contudo, outros trabalhos tém direcionados os efeitos
de cada um dos antioxidantes sintéticos tradicionalmente utilizados na industria
alimenticia (WURTZEN, 1990), porém faz-se necessario uma avaliagédo

individualizada para a determinagéo da ingestao diaria aceitavel — IDA.

OH
7 C(CH3)3 TBHQ
Terci-butilhidroguinons
OH
OH

PG
OH . # OH

| 3,4 5-trihidroxipropilbenzosto

COOC3H7

Esquema 5 - Estruturas do TBHQ e PG. FONTE: SHAHIDI, 1992,

VAN der HEIJDEN e colaboradores (1986) concluiram que ndo ha
evidéncias da a§éo mutagénica ou carcinogénica do galato de propila. Todavia, foi
verificado uma sensibilizacdo da pele e casos de dermatites apdés seu consumo
repetido (WURTZEN, 1990). A Ingestao diaria aceitavel para o galato de propila foi
estabelecida — em 1987, pela FAO/WHO Join Expert Committee on Food Aditives
(JECFA) —de 0-2,5 mg/kg peso vivo/dia. No mesmo periodo, o European Economic
Comunity Scientific Committee for Food (SCF) estabeleceu uma IDA de 0-0,5 mg/kg
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peso vivo/dia, para todos os galatos, com mesmo fator de seguranga (WURTZEN,
1990).

Outro antioxidante sintético, o TBHQ, foi estudado por HAGEMAN e
colaboradores (1988), onde sua mutagenicidade nao foi detectada (quando em
quantidades inferiores a 100 ppm) no teste da Salmonella induzida com

microssomo hepatico de linhagens de ratos mais sensiveis.

Por sua vez, o BHA através de estudos em estdmago de roedores (SHIBATA,
1993; WHYSNER, 1994), teve sua IDA estabelecida em 0-0.5 mg/kg peso vida/dia,
pelo JECFA, no ano de 1989 (WURTZEN, 1990). Embora tenha sido reconhecido
como seguro, experimentos com este antioxidante tém demonstrado resultados
controversos no que se refere ao seu potencial mutagénico e carcinogénico. A
mutagenicidade do BHA, testada por HAGEMAN (1988) e WILLIAMS (1992) néao foi
comprovada em testes in vitro. Entretanto, SHELEF & CHIN (1980) verificaram que o
BHA, assim como o BHT, quando usados em concentracao superior a 200 ppm,
aumentaram significativamente a atividade mutagénica, mesmo em baixas

concentrag6es da aflatoxina B1 sobre linhagens de Salmonella typhimurium.

O potencial toxico do BHA parece estar relacionado nao ao BHA em si, mas
aos produtos do seu metabolismo no organismo. A ativagao metabdlica do BHA
para a forma hidroquinona eleva a produgdo de espécies reativas de oxigénio,
principalmente do ion superéxido (KAHL et al., 1989; SGARAGLI et al., 1993). Em
decorréncia de peroxidacao lipidica, nas células epiteliais, a estrutura do DNA &
alterada e, em alguns casos, leva a subseqiiente morte celular e aumento
compensatério da sintese de DNA. Muitos dos danos de DNA levam a um inicio de

processos de diferencia¢do celular (HO, 1992).

Considerando que os humanos néo apresentam estdmago anterior e que o
epitélio desse 6rgdo se assemelha ao do esodfago, estudos foram realizados
observando o efeito do BHA na indugao de tumores no es6fago e pode-se concluir
que a mucosa esofageana responde pouco em termos de mudancga hiperplasicas e

neoplasicas induzidas pelo BHA, possivelmente, devido a rapida velocidade de
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transito do alimento. No entanto, apesar da concentra¢do, ser centenas de vezes
maior que a ingestao diaria aceitavel de BHA, sem efeito visivel para hiperplasia da
mucosa esofageana, outros estudos se fazem necessarios para uma avaliagao

toxicolégica mais segura para humanos (GRICE, 1988).

Estudos de SGARAGLI e colaboradores (1993) sobre os efeitos téxicos do
BHA na musculatura intestinal, quando administrado intraperitonealmente. Os
resultados mostram uma perda de atividade contratil que pode chegar a interromper
o transito intestinal. Tal fato, segundo os autores, se deve ao efeito deste composto
no esqueleto de células musculares lisas, isto &, fragmentacédo miofibrilar e necrose

celular.

De acordo com WHYSNER e colaboradores (1994), muitos estudos
disponiveis envolvendo epitélio esofageano foram de duracdo insuficiente para
descartar a hipétese de efeito indutor a tumorigénese do BHA. Outro aspecto
importante é destacado por VERHAGEN e colaboradores (1989) que, ao estudar
comparativamente o metabolismo do BHA em ratos e humanos concluiram haver
diferencas metabdlicas consideraveis entre eles, 0 que impede a extrapolagdo de
resultados de um organismo para outro. Segundo esses autores, a concentracao
plasmatica de BHA néo diferiu significativamente quando da administragdo por via
oral de 200 mg BHA/kg de peso vivo para ratos e de 0,5 mg BHA/kg de peso vivo
(400 vezes menos) para humanos, o que demonstra a absor¢cao mais eficiente do
BHA nesses lltimos. Isso também é verificado na recuperacdo do BHA e
metabdlitos apds quatro dias da administragcéo por via oral, que chega a 95% + 10%

para ratos e 49% + 7% para humanos.

BABICH (1992) avaliou a agdo teratogénica do BHT em ratos e verificou que
esse nao causa malformacdes esqueléticas no feto, podendo, contudo, causar
alteragées comportamentais, reduzindo significativamente o desenvolvimento
somatico e neurolégico, com niveis decrescentes de serotonina e da atividade da
colinesterase cerebral, substancias responsaveis por reagcbes como sono reduzido,
hiperatividade dos recém-nascidos, elevada agressividade e severa deficiéncia de

aprendizagem.
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Tanto para o BHT como para o BHA, os resultados experimentais
provenientes do uso de animais de laboratoério ndo podem ser simplesmente
extrapolados para seres humanos. Nesse sentido, VERHAGEN e colaboradores
(1989) também estudaram o metabolismo do BHT em ratos e em humanos,
concluindo que ha diferencas metabdlicas entre roedores e humanos, o que
impossibilita uma recomendacéo segura do consumo de BHT para humanos a partir

de ensaios com roedores.

Em estudos experimentais, de clivagem de DNA por metabélitos do BHT in
vitro, foi verificado que o complexo BHT-quinona apresenta efeito mutagénico,
através da producdo de espécies reativas de oxigénio, e que tal fato pode ser
relevante para a genotoxicidade do BHT in vivo (NAGAI et al, 1993). Nos pulmbes, a
ativacdo metabodlica do BHT leva também a producdo de espécies reativas de
oxigénio, com conseqilentes danos ao 6rgao, principalmente, hiperplasia e fibrose
pulmonar (BOLTON et al., 1993; KEHRER & DIGIOVANNI, 1990). Segundo estes
autores, a pneumotoxicidade e atividade tumorigénica do BHT requerem

necessariamente a biotransformacao in vivo.

Outros compostos fendlicos como TBHQ (terci-butilhidroquinona) DTBHQ
(2,5, di-terci-butilhidroquinona), assim como o préprio BHA (3-terci-butil-4-
hidroanisol) tém sido examinados como preventivos de danos do DNA (OKUBO et
al., 1997). Devido a esses resultados, um tanto divergentes em suas ag¢des
deletérias e/ou preventivas, tém-se também pesquisado muito sobre antioxidantes
fendlicos naturais, com a perspectiva da substituicdo parcial ou até mesmo total dos

antioxidantes sintéticos em alimentos lipidicos.
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2.2.3 - Compostos fenolicos em alimentos

Compostos fendlicos sao uns dos maiores grupos de componentes dietéticos,
néo essenciais, que tém sido associados com a inibicdo da oxidacao em alimentos e
em sistemas biolégicos, por inibicdo da aterosclerose e céancer (HUANG &
FERRARO, 1992). Essa acao em sistemas in vivo e in vitro, & devido a capacidade
destes compostos de quelarem metais, inibir lipoxigenases e sequestrar radicais
livres (DECKER, 1997).

MORGAN et al (1997) estudando acidos fendlicos em feijées, verificou que a
inibicdo da oxidacao em certos sistemas (método ferrozina), nao é verdade para
todos os sistemas, explicando o fato de que os acidos fenélicos, como muitos
antioxidantes naturais, s&o especificos em alguns sistemas, depedendo do meio de
seu local de acao. A atividade antioxidante dessas substancias esta relacionada a
alguns fatores como o pH (MORGAN, 1997), solubilidade (FRANKEL, 1994) e do
grau de insaturacdo em meio lipidico (YANISHLIEVA & MARINOVA, 1994).

Além da classificagcdo dos compostos fenodlicos frente as condi¢ées de pH,
solubilidade e grau de insaturacdo, ha a classificacdo classica de RIBEREAU -
GAYON (1968) que separou os compostos fenélicos em trés grupos: a) familia dos
compostos fendlicos pouco distribuidos na natureza; b) familia dos compostos
fendlicos presentes na natureza na forma de polimeros; ¢) compostos fenoélicos
largamente distribuidos na natureza. Eles se caracterizam pela presen¢a de um

anel benzénico com uma ou mais hidroxilas e/ou outros grupamentos ligados

O primeiro grupo, os dos poucos presentes na natureza, estdo os fendis
simples, o pirocatecol, a hidroquinona e o resorcinol. A essa familia também
pertencem os aldeidos derivados dos acidos benzéicos que sao constituintes dos
6leos essenciais (p-hidroxibenzéico aldeido, vanilina e aldeido siringico). Também
podem ser encontrados os alcoois derivados dos acidos benzoéicos (alcool salicilico

e gentissico).
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No segundo grupo, na forma de polimeros estdo os taninos e as ligninas. Os
primeiros conferem ao alimento a sensacédo de adstringéncia. Ja as ligninas sao
polimeros complexos de grande rigidez e resisténcia mecénica. Por outro lado, os
flavonsides e derivados e acidos fendlicos (acido benzéico, cinamico e seus
derivados) e cumarinas, sao compostos fendlicos amplamente presentes na
natureza, constituindo o terceiro grupo de compostos fendlicos, que por vezes,

podem estar presentes, todos, em uma dnica planta.

Os compostos fendlicos estao associados a qualidade sensorial e nutricional
dos alimentos. O escurecimento enzimatico, catalizado pela enzima
polifenoloxidase, € um exemplo importante para o processamento de frutas e
hortalicas, devido a formagdo de cores e sabores desagradaveis no produto

acabado, além da perda de nutrientes (HO, 1992).

Estudos da efetividade de acidos fendlicos em sistema lipidicos
(YANISHLIEVA & MARINOVA, 1995) constataram que os 4cidos fendlicos como o p-
hidroxibenzéico, ferilico, sinaptico e caféico, possuem potenciais distintos nos
meios lipidicos testados, no dleo de girassol e no metil éster de dleo de girassol.
Os autores concluem que a atividade antioxidante destes compostos esta
relacionado com a insaturagao dos acidos graxos dos triacilglicerois testados, onde
os acidos fendlicos mostraram maior efetividade na inibicdo da oxidagdo de
triglicerideos do que de metil ésteres, devido a contribuicdo dos radicais iniciadores

e propagadores da reagao oxidativa ser menor para os triglicerideos.

Entretanto, outros estudos direcionados para compostos fenédlicos em
sistemas lipidicos (oléo), através de métodos empregando o Rancimat®, verificaram
que os acidos protocatequinico, cafeico, fertlico, galico e sinaptico possuem boa
atividade antioxidante nesse sistema (PRATT, 1992). No entanto, tais acidos
fenélicos pbssuem baixa solubilidade em sistemas lipidicos, limitando (parcialmente)
sua utilizagdo e seu potencial antioxidante. Contudo, esses compostos podem ser
modificados para que se tornem lipossollveis através de métodos de alquilagéo ou

esterificagdo com acidos graxos de cadeia longa ou alcoois (PRATT, 1992).
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Estudos direcionados para comparacao de atividade antioxidante do acido
caféico com BHA e BHT mostraram que este acido fendlico, isolado da fragao polar
do 6leo de oliva extra virgem, apresentou atividade antioxidante significativamente
maior que o BHT (PAPADOPOULOS & BOSKOU, 1991). Também foram realizados
estudos para avaliar o potencial antioxidante de acidos fendlicos presentes em
extratos de casca de batata. Todos os exiratos obtidos apresentaram atividade
antioxidante, porém, potencialmente menor em comparagdo ao BHT. (ONYENEHO
& HETTIARACHCHY, 1993).

Outra caracteristica importante para o potencial protetor dos compostos
fenolicos, é atribuida a suas estruturas. Uma delas é a presenca de grupos hidroxila
e de anéis aromaticos , que estabilizam estas substancias no processo oxidativo. A
catequina e a quercetina sdo compostos fendlicos muito estudados pelo seu
potencial antioxidante e, por serem de fontes natuais como frutas citricas (maca),
vegetais (cebola) e especiarias(mostarda), com uma IDA de 20mg a 1g/dia. Estes
flavonoides agem principalmente na inativagcao de radicais peroxila, prevenindo as
consequéncias deletérias de suas reagdes, inibindo os efeitos da peroxidagao
lipidica e da oxidagcdo da LDL in vivo, as quais s@o as principais causas de
processos crénico-degenerativos, como a aterosclerose (RICE-EVANS, 1996). Por
outro lado, os acidos fendlicos possue sua atividade antioxidante, também
relacionada a preseng¢a de hidroxilas, anel benzénico e de suas posicdes
isoméricas, que sao distintas para um determinado acido nas posi¢des p (para),
o (orto) ou m (meta), como o acido cumarico, que possuem potencial de inbi¢cao da
oxidagao distintos nessas posi¢gdes, sendo mais efetivo na posicao o (orto) ou
m (meta) (RICE-EVANS, 1996).

Muitos aditivos alimentares, de uso especifico como a Spirulina maxima ( uma
microalga rica em proteina e outros nutrientes essenciais, usada como inibidor do
apetite) teve seu potencial antioxidante testado in vifro e in vivo, mostrando bom

potencial antioxidante em ambos os sitemas testados (MIRANDA et al, 1998).

Embora essas substancias tenham seus efeitos comprovados pela literatura,

mais estudos de biodisponibilidade precisam ser realizados, para que se tenha
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novos dados mais precisos sobre suas aplicagdes. Nesse sentido, estudo recente
de biodisponibilidade, foi realizado com extratos de alecrim e de orégano, onde
foram obtidos valores reais da atividade antioxidante in vivo (em ratos) destes

componentes alimentares (CINTRA, 1999).

2.2.4 - Antioxidantes fenoélicos e radicais livres

Estudos comparando habitos alimentares de alguns paises da Europa e do
Mediterraneo em relagdo a morbidade e mortalidade por doengas coronarianas,
apontam que na dieta do Mediterraneo, onde ha consumo regular de vinho, pode-se
verificar diminuicdo da incidéncia de doengas coronarianas. O consumo de vinho,
nestas populagbes, estad justificado pela presenga de compostos fendlicos que
podem atuar como seqliestradores de radicais livres e inibir a peroxidagao lipidica in
vitro e in vivo. Dos compostos fendlicos presentes no vinho, destacam-se os
flavonéides, que mostraram inibir a oxidagao da LDL, a sintese de eicosandides, a
agregacao plaquetaria e promoveram a formacéo do fator de relaxamento endotelial
dependente de éxido nitrico (ABU-AMSHA et al., 1996; LUGASI, 1997).

Os antioxidantes naturais estdo ligados diretamente a processos de
envelhecimento, por diminuicdo ou inibicdo de processos degenerativos, como

estresse oxidativo, cancer e aterosclerose.

Dietas ricas em componentes naturais como raizes, especiarias, frutas,
cereais, verduras, ervas e cascas sao tipicos de paises como Japao, onde ha dados
epidemiolégicos que mostram que essas populagdes apresentaram baixos indices
de doencas ligadas ao envelhecimento precoce (RAMARATHNAM et al, 1995).

Uma caracteristica das dietas orientais € o alto consumo de cha verde
(bebida tipica do Japéao e originaria da China a 800 anos Ac) que além da presenca
de acidos fendlicos e taninos, ha a presenca de flavondides, que tiveram seus
efeitos comprovados na inibicdo de céancer e aterosclerose. Seu componente

principal & a catequina, éwe foi identificada e quantificada no seu extrato e testada
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em experimentos in vivo e in vitro para verificar seu potencial antioxidante
(RAMARATHNAM et al, 1995).

Teoflavinas (dimeros da catequinas formadas durante o processamento do
cha preto) sao outros componentes identificados na dieta do mediterrdneo e de
paises orientais, que possuem forte potencial antioxidante por inibicao de lesées de
DNA (RAMARATHNAM ef al, 1995, ABU-AMSHA et al., 1996).

Juntamente aos componentes dos chas, ha os acidos fendlicos presentes em
cereais e especiarias, que tiveram seu consumo aumentado, apos efeito
comprovado na prevengdo de doengas cronico-degenerativas (RAMARATHNAM et
al, 1995).

Outro composto fendlico em estudo é a curcumina, que foi indicada como um
antioxidante fendlico com atividade anti-inflamatéria, anti-carcinogénica e inibidora
da inducdo da oOxido nitrico sintetase em macréfagos ativados e atuam também
como um potente seqiiestrador de radicais livres (SOSULSKI, 1979). Fratexina é um
antioxidante fendlico que também foi investigado, como protetora da oxidagao da
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa selénio peroxidase (GR). O
tratamento com fraxetina, como antioxidante, indicada como protetor a atuagdo dos
radicais livres, diminuindo as doencgas degenerativas da idade (OKUBO et al,
1997). Estudos relacionando efeitos dose-dependente indicaram que o acido
caféico foi o antioxidante mais ativo com um indice de concentracao (IC) 50<1
mumol/l para a oxidagdo da LDL induzida por cobre. O acido caféico (1mumol/L)
inibiu significativamente a formacgéo de hidroperoéxidos lipidicos, enquanto retardava
o consumo de a-tocoferol (KATO, 1996).

A atividade antioxidante do cravo (Pimenta officinalis, L.) foi determinada por
inibicdo de MDA (malonaldeido) da 2-deoxiribose e da hidroxilagdo do benzoato na

reagao de Fenton em membranas de eritrécitos de coelhos (OYA, 1997).

Produtos finais da reacdo de escurecimento ndo enzimatico, como o0s

produtos de Amadori, na recao de glicagdo no diabetes mellitus, estdo sendo
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postulados como marcadores fisiolégicos da reacdo de Maillard em sistemas
biolégicos. Algumas espécies radicais, inclindo oxigénio, pode participar desses
processos (OYA, 1997). Além dos produtos de Amadori (reagédo de Maillard) ha
outros marcadores fisiologicos utilizados para regulacao da peroxidagao lipidica in
vitro e in vivo como MDA, LDL oxidada, isoprotanos, formas oxidada de colesterol
(7-ketocolesterol e 7p-hidroxicolesterol) estado redox de ubiquinol-10 e
autoanticorpo para LDL oxidada (SCHWENKE, 1998).

Esses componentes inibidores de peroxidagéao lipidica tém acéao direta com
enzimas em sistemas biolégicos, as quais agem previnindo a decomposi¢cdo de
hidroperéxidos por radicais livres, assim reduzindo a oxidagao (glutationa
peroxidase). Outras enzimas porém, sao importantes na redugdo de niveis do
oxigénio ativo com potencial para iniciar a peroxidagcado lipidica (superéxido
dismutase e catalase). A superéxido dismutase citossélica, dependente de cobre e
zinco e, superéxido dismutase mitocondrial dependente de magnésio, converte o
anion superoxido a perdéxido de hidrogénio, enquanto a catalase, dependente do

ferro, converte o peréxido de hidrogénio a agua (SCHWENKE, 1998).

Componentes como o B-caroteno agem inibindo o oxigénio singlet e interage,
sinergicamente, com a vitamina E para inibir a peroxidagdo lipidica. Outros
constituintes fendlicos em alimentos, tais como, flavondides, podem também, reduzir
o estresse oxidativo (SCHWENKE, 1998).

Para que os compostos fendlicos sejam considerados antioxidantes e
desempenhem seu papel biolégico é necessario, portanto, que eles obede¢cam a
duas condi¢cdes basicas: primeiro (quando presente em baixas concentragdes), que
sejam capazes de inibir, retardar, prevenir a autoxidagado ou oxidagao mediada por
radicais livres; segundo, que o produto formado apés o seqiiestro do radical seja
estavel (RICE-EVANS et al.,1996).

Assim, varios nutrientes antioxidantes, principalmente os compostos
fendlicos, contribuem para atividade antioxidante de membranas, citossol, e outros

compartimentos celulares do corpo. Além do mais, uma combinagcdo de
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antioxidantes com diferentes sitios e mecanismos de ag¢do podem fornecer uma
inibicdo mais efetiva do que um antioxidante utilizado isoladamente e assim ser

mais um inibidor efetivo de doencas cronico-degenerativas e favorecer a saude.

2.2.5 - Acidos fenolicos, taninos e outras substancias em mostarda

Compostos fendlicos, incluindo fendis simples e acidos fenélicos, derivados
de acido hidroxicinamico e flavonéides, sao substancias bioativas que ocorrem
amplamente em alimentos de origem vegetal. Usualmente sdo associados a
qualidade nutricional e caracteristicas sensoriais de alimentos in nafura e
industrializados. Muitos compostos fenélicos em plantas sdo bons suprimentos de
antioxidantes naturais. O maior interesse em seu estudo é que muitas dessas
substancias (em alimentos) possuem efeitos inibitérios em mutagénese e

carcinogénese (HO, 1992).

Em 6leos de sementes de Brassica, os compostos fenélicos ocorrem na forma
de acidos fendlicos (esquema 1) e taninos polifendlicos (esquema 3). Além disso,
eles podem estar presentes nas formas livre ou conjugada, tdo bem como na forma
de ésteres e glicosidios. O acido sinaptico € o fendlico presente em maior
concentragcdo nas sementes desengorduradas de canola e mostarda, sendo
encontrado, principalmente, sob a forma esterificada. (SHAHIDI & NACZK,1988).

Compostos fenélicos em 6leos de sementes possuem fortes propriedades
antioxidantes e, quando usados, juntos com ingredientes de alimentos processados
contendo lipides, podem exercer um efeito positivo na redugdo da oxidacao lipidica
e deterioracdo (SHAHIDI ef al, 1992).

Muitas dos produtos industrializados fazem uso de especiarias para
condimentar, ressaltando o sabor e aumentar a vida de prateleira dos alimentos.
Como exemplo podemos citar os Pickles, que sao produtos que utilizam especiarias

no seu processamento. Devido ao seu amplo uso, foram verificados os efeitos pro-



REVISAO BIBLIOGRAFICA 29

oxidativos e antioxidativos dos ingredientes de pickles, no sistema da lipoxigenase
(reacdo de oxidacdo enzimatica do acido linoléico) e do sistema da
metahemoglobina (sistema oxidante nao enzimatico do acido linoléico) onde pode-
se observar que a mostarda preta apresentou significativo efeito inibitério em ambos
os sistemas (MI-JI-JANG ef al, 1995).

5 b 54 6
4 CO0H 4 CH=CH-COOH
3 2 3 2
Acido henzéico Acido cinfmico
Acido p-hidroxibenzdico: 4-OH Acido cumdrico: 4i0H
Acido vanilico: 4-OH, 3-OCH3 %cido caféico: 3 4diOH
{'«cidn siringico: 40H, 3,5-diOCH, .{kcido fertlico: 4-OH, 3-OCH
Acido gafico: 3,4 5-4riOH Acido sindptico; 4-OH, 3 5-diOCH

Acido clorogénico: 3,4-diOH, éster com écido guinico

Esquema 6- Estruturas basicas de acidos fendlicos de espécies de Brassica

Pelargonidina: 3,5,7 4-tetraOH Catequina: 3,4,7,3" 4-pentalH
Cianidina: 35,7 3'4-pentaOH Leucocianidina: 3,4 5,73 4-hexaOH

Esquema 7 - Estruturas de unidades basicas de taninos condensados de espécies de Brassica.

Mostarda é uma especiaria muito utilizada em pickles e saladas e o alto
consumo de algumas espécies como a mostarda preta (Brassica nigra) e a mostarda

branca (Sinapis alba) estao associadas a preven¢ao de muitas doengas como as do
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trato respiratério. Devido a esses fatos, a mostarda vém sendo objeto de diversos
estudos, como a determinacdo da fracdo mineral das Brassica nigra e Sinapis alba
(LOPEZ-ARGUELLO et al, 1998), da fragéo lipidica da Brassica carinata (VELASCO
et al, 1997) e dos antioxidantes da Brassica alba (SHAHIDI et al, 1994, MANCINI-
FILHO ef al, 1998).

A mostarda preta (Brassica nigra) e a mostarda branca (Sinapis alba) séao
especiarias importantes para caracteristicas de flavor nos alimentos. Essas s&o
utilizadas na forma de ingredientes de pickles e tiveram sua fragdo mineral
determinada (LOPEZ-ARGUELLO et al, 1998) no molho, na semente, na farinha e
no molho com gréos integros. O potassio foi 0 macroelemento presente em maior
concentracdo, enquanto o calcio e o magnésio apresentaram-se em menor
quantidade (PEREZ-BUENO, 1994). Os resultados obtidos com as sementes e
farinhas analisadas, demonstraram que o potassio, 0 calcio € 0 magnésio sao
indicadores da origem da mostarda. Potassio e sodio estiveram em altos niveis nos
molhos de mostarda, devido a adicdo de sais durante a preparag¢ao. Os valores de
so6dio encontram-se em média entre 1400mg a 200mg/100g de mostarda (LOPEZ-
ARGUELLO, 1998). Dos microelementos identificados, o ferro e o zinco,
apresentaram-se em maior concentragdo com 10,1mg a 12,4mg para o ferro e de
6,45mg a 8,60mg para o zinco. Os valores desses minerais nos molhos sé&o
semelhantes. Por outro lado, cobre e magnésio apresentaram baixas concentragdes
em todas a s amostras analizadas (LOPEZ-ARGUELLO, 1998).

VELASCO et al (1997) estimaram a composi¢ao de acidos graxos do 6leo da
Brassica carinata, uma espécie de mostarda tipica da regido da Etiopia, por
espectofotometria de infravermelho onde os acidos palmitico, estearico, oléico,
linoléico, linolénico, eicosandico e erucico foram identificados e quantificados. Dos
acidos identificados, o acido erucico foi o que apresentou-se em maior
concentracao (40-49%), sendo o acido graxo caracteristo das espécies de Brassica
(VELASCO et al, 1998).

SHAHIDI e colaboradores (1994) determinaram, por cromatografia em

camada delgada, as substéncias responsaveis pela inibicdo da oxidacao de extratos
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etanolicos de mostarda de pouca adstringéncia, onde alguns acidos fenélicos foram
identificados como o acido sinaptico, o qual apresentou-se em maior concentracéo
na espécie estudada. A quantificagdo do acido sinaptico foi obtido por método
espectofotométrico em diferentes meios de polaridade: em hexano € em uma
mistura de metanol/aménia/agua, onde constituiu 65-86% na fracao livre e 71-97%
na fracdo esterificada dos acidos fendlicos presentes nas espécies de Brassica
napus e Brassica juncea (NACZK et al, 1992). Outros acidos fendlicos de outras
espécies de Brassica (Brassica campestris e Brassica juncea) foram isolados e
identificados por cromatografia a gas onde o acido sinaptico, o frans-ferulico e o p-
hidroxibenzéico estiveram presentes em maior concentragcdo nessas espécies
(KAZIMIERZ et al, 1984).

Em uma avaliacdo da atividade antioxidante de algumas especiarias
consumidas no Brasil foi verificado que extratos metanodlicos da salvia, orégano e
mostarda apresentaram bom potencial antioxidante no sistema p-caroteno/acido
linoléico (MANCINI-FILHO et al, 1996). Resultados paralelos com os extratos
etandlicos da mostarda foram obtidos com bons potenciais antioxidantes e tiveram
compostos purificados por cromatografia liquida (em coluna) e identificados por
cromatografia em camada delgada com dados confirmados por espectofotometria
UV (AMAROWICZ ef al, 1996). Esses resultados sdo decorrentes de outros estudos
onde foi verificado a estabilidade da oxidagdo utilizando extratos metanoélicos de
sementes de mostarda (SALEEMI ef al, 1993)

As propriedades organolépticas de sementes de Brassica, podem estar em
fungéo além do conteldo de acidos fendlicos como também, pelo seu conteudo de
taninos que causam adstringéncia nos alimentos processados. Os taninos também
sdo responsaveis pela precipitacdo de proteinas e também, por conferir a cor
escura nos alimentos (SHAHIDI & NACZK, 1989).

Enquanto alguns compostos fendlicos possuem efeitos terapéuticos
benéficos em altas doses, os fendlicos e taninos sdo, geralmente, considerados,
isoladamente, como fatores antinutricionais, pois reduzem a utilizacdo de outros

componentes alimentares (SHAHIDI ef al, 1992).
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Fendlicos livres e seus produtos de oxidagdo sdo conhecidos por interagirem
com proteinas em alimentos e inibirem atividade de enzimas tais como, oxidases,
tripsina e lipases. As interagbes com fenélicos podem ser reversiveis ou
irreversiveis. Grupos fendlicos de taninos podem, também, interagir com proteinas
via ponte de hidrogénio ou por ligagao hidrofébica resultante de co-ligagdao de
grupos fendlicos de taninos com os lados de cadeias aromaticas de proteinas.
(SOSULSKI, 1979).

Efeitos antinutricionais de polifendis em animais monogastricos indicam a
presenca de taninos. Trabalhos realizados com essas substdncias demonstraram
que a digestibilidade foi afetada parcialmente somente pelo acido tanico, ao passo
que a catequina reduziu, realmente, a digestibilidade. Além do mais, a atividade in
vitro da lipase foi reduzida pelo acido tanico. Contudo, a atividade de enzimas
proteoliticas foi diminuida tanto pelo acido tanico quanto pela catequina. Como
resultado, o alto conteiddo de taninos diminuiu o ganho de peso de ratos, como
também, in vitro, demonstrou uma reducao na digestibilidade de proteina (SHAHIDI
& NACZK, 1989).

Interacdo de amilose e amilopectina, e de amidos de diferentes suprimentos
indicam que ambos, acido tanico e catequina, formando complexos com moléculas
de amido, assim reduzindo sua digestibilidade, como também, interagem com fibras
e agucares soluveis (SHAHIDI, 1992).

Os efeitos benéficos de flavonbdides como seqliestadores e queladores de
radicais livres, ainda ndo estdo esclarecidos. Entretanto alguns compostos fendlicos
podem ter propriedades antimutagénicas e anticarcinogénicas. Como exemplo, o
acido eladico (um dimero do acido galico), tem sido sugerido como substancia desta
categoria de anticarcinogénicos. Por outro lado, muitos fendlicos tém sido indicados
como inibidores na formacéo de nitrosamina, substéncia carcinogénica, sendo
caracterizada a inibicdo da nitrosamina, segundo a seguinte ordem: acido caféico >

acido ferulico > p-cumarico > acido ascoérbico > acido cinadmico (SHAHIDI, 1992).
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Apesar destes efeitos antinutricionais observados nos compostos isolados de
espécies de Brassica, estudos priorizam a utilizagdo desses tipos de especiarias
diretamente das fontes naturais como frutas, ervas, especiarias e verduras, para
minimizar os efeitos antinutricionais e proporcionar efeitos interativos dos
antioxidantes naturais (SCHWENKE, 1998).

2.2.6 - Perspectivas para a utilizacdo dos compostos fenoélicos naturais

em alimentos

A utilizacdo de fendlicos vém sendo diversificada em diferentes campos.
ABU-AMSHA (1996) realizou estudos em compostos fendlicos em vinhos e
observou o efeito antiaterogénico desses compostos por diminuicdo da oxidagao de
lipoproteinas. Observou também seu efeito anticarcinogénico por diminuicdo ou
bloqueio de reacdes oxidativas. PLUMB (1996) e KASSIE (1996) observaram que
fendlicos e flavonéides diminuem os efeitos de aberragdes cromossdémicas e
genotdéxicos. Tais compostos também possuem poucos efeitos antinutricionais,

quando comparados com polimeros de taninos (SOSULSKI, 1984).

Ha largo uso de substancias fendlicas na industria alimenticia, principalmente
no uso de especiarias; dentre elas, glicosidios de acidos sinapticos em espécies de
Brassica (FENTON, 1978, SALEEMI et al, 1993, AMAROWICZ et al, 1996).

Extratos de especiarias tém sido de grande interesse devido a possibilidade
de serem adicionados em 6leos e gorduras. Muitos extratos possuem um forte flavor
e assim sdo de uso limitado ma industria alimenticia. Extratos de salvia (Salvia
officianalis L.) e alecrim (Rosmarinus officianalis L.), apresentam grande potencial
antioxidante e com pouco flavor da especiaria original, apds serem adicionados em
alimentos processados (CHIPAULT et al., 1952, 1956). Os extratos de orégano
(Origanum vulgare L.) também possuem atividade antioxidante e tém sido utilizados
comercialmente (NAKATANI & KIKUZAKI, 1987). Outros vegetais como a pimenta
preta (Piper nigrum) (NAKATANI et al, 1994), a cebola (Allilum cepa L.)
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(HERRMANN, 1976); a batata (l[pomea batatas) (HAYS & KATO, 1984) e a aveia
(Avena sativa L.) (SCHULER, 1990) foram estudados visando a identificagéo de seu

potencial antioxidante.

O ¢leo de oliva possui componentes fotossensiveis (clorofila) que poderiam
promover a autoxidacdo, mas a presenga de compostos fendlicos inibem ou
retardam esse processo (RAHMANI & CSALLANY, 1998). Com essa perspectiva,
pesquisas vém sendo conduzidas para investigar componentes enddégenos de
alimentos que possuem antividade antioxidante para serem utilizados em
substituicdo aos antioxidantes sintéticos. Resultados desses estudos foram
conduzidos em extratos de diferentes polaridades e verificaram que extratos de 6leo
de sementes apresentaram bom potencial antioxidante em solventes polares
(PRZYBYLSKI et al, 1998). Muitos desses compostos com atividade antioxidante no
6leo de oliva como os acidos vanilico e siringico foram identifcados e associados na
estabilidade da oxidacdo, estando presentes mesmo nos 6leos processados
(FERNANDEZ-BOLOES et al, 1998).

Das muitas especiarias estudadas, os extratos de alecrim sao os mais
utilizados comercialmente (MADSEN, BERTELSEN, 1995). A salvia, outra planta da
familia Labitae possui componentes antioxidantes similares ao alecrim, mas néao é
utilizada em escala comercial devido a pequena disponibilidade e ao seu alto custo
(LOLIGER, 1991). Atualmente, estudos vém sendo conduzidos em especiarias como
a Aframomum danielli que faz parte da familia da Zingiberaceae (mesma familia do
gengibre) onde apresentou-se mais efetiva para a inibicdo da oxidagao do que o
antioxidante sintético BHT e o antioxidante natural o-tocoferol. Essa atividade esta
associada a compostos fendlicos trihidroxi (ADEGOKE & KRISHNA, 1998).

No quadro 1 apresentam-se as especiarias com atividade antioxidante
pesquisadas por diversos autores (KAZIMIERZ et al, 1984; NAKATANI, 1992;
SHAHIDI & WANASUNDARA, 1992; NACZK et al, 1992; NAKATANI, 1994,
MADSEN & BERTELSEN, 1995; AMAROWICZ, 1996; VELASCO et al, 1997;
VELASCO ef al, 1998; MANCINI-FILHO et al, 1996; ADEGOKE & KRISHNA, 1998).
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Herbalox® & o nome comercial dos extratos de alecrim na forma de oleoresina
produzido pela empresa Kalsec, nos Estados Unidos (KALSEC, 1993). A atividade
antioxidante do Herbalox® tem sido testada em varios sistemas alimentares, tais
como O6leos vegetais (PALIC & DIKANOVIC-LUCAN, 1995), comparando-se sua
eficiéncia contra oxidacdo com os seguintes antioxidantes: BHA, tocoferol e TBHQ.
Estudo recente, in vivo, demonstrau a efetividade do extrato de alecrim em
pescados, onde foi observado boa resposta a processos deteriorativos (oxidagéo

lipidica), com maior tempo de prateleira das amostras testadas (SANT'ANA, 1998).

Na obtenc¢éo de produtos com atividade antioxidante é importante a retencao
de um sabor minimo, para que ele seja comercializado como flavorizante (SIX,
1994).

Muitas pesquisas de antioxidantes vém sendo direcionadas para uma maior
perspectiva de sua utilizagdo em alimentos € na manutencao da saude. Estudos dos
efeitos de tocoferois, ascorbil palmitato e lecitina vém sendo utilizados para inibicao
da oxidacdo de 6leo de peixe (HAMILTON et al, 1998). Outros estudos
complementam a aplicacdo de antioxidantes naturais, como carotendides e
tocoferdis, na estabilidade da oxidacao de éleo de acafrao (HENRY ef al, 1998).
No sistema testado o B-caroteno apresentou-se mais estavel na inibicdo da
oxidacao do éleo testado (HENRY etfa al, 1998).

Diante dessas linhas de pesquisa e da aplicagdo desses compostos, ha
estudos direcionados para determinacbées de metodologias que melhor os
quantifiquem e qualifiquem. KRYGIER (1982) desenvolveu um procedimento para
fracionamento dos constituintes fenélicos totais de farinhas livres; ésteres sollveis;
formas de residuos hidrolizados e, depois, de hidrélise e determinagcéo das porcdes
relativas de acidos fendlicos por cromatografia gas liquida (GLC). Outros estudos
também relatam que os compostos fenolicos podem ser quantificados diretamente
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (ONG & NAGEL, 1978).
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Quadro 1 - Especiarias e 6elos com atividade antioxidante

Familia Espécie Nome comum Parte da planta
Crussiferae Brassica alba, L. Mostarda Oleo da farinha
Brassica nigra Mostarda preta de semente
Sinaps alba Mostarda branca
Brassica carinata Mostarda da Eti6pia
Brassica napus “Tower”
Brassica campestris “‘Candle”
Brassica juncea Mostarda “Domo”
Labiatae Origanum vulgare L. Orégano Folhas
Rosmarinus officinalis L. Alecrim Folhas
Salvia officinalis L. Salvia Folhas
Thymus vulgaris L. Tomilho Folha
Laureaceae Cinnamomun zeylanicum Canela Casca
Caule
Myrtaceae Eugenia caryophylata Thumb. Cravo da India Flores
Pedaliaceae Sesamun indicum L. Gergelim Semente
Solanaceae Capsicum frutescens L. Pimenta malagueta Frutos
Capsicum annum L. Pimenta vermelha Frutos
Zingiberaceae Zingiber officinalle Roscoe Gengibre Rizomas
Aframomum danielli - -

REFERENCIAS: KAZIMIERZ et al, 1984; NAKATANI, 1992; SHAHIDI & WANASUNDARA,
1992; NACZK et al, 1992; NAKATANI, 1994; MADSEN & BERTELSEN, 1995, AMAROWICZ,
1996; VELASCO et al, 1997; VELASCO et al, 1998; MANCINI-FILHO et al, 1996; ADEGOKE

& KRISHNA, 1998.
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3 - Objetivos

Tendo em vista a presengca de compostos fendlicos em sementes de
mostarda (Brassica alba, L.) e a importancia dos antioxidantes naturais com a
perspectiva de substituicdo total ou parcial dos antioxidantes sintéticos, no

processamento de alimentos, neste trabalho, nos propusemos a

uma avaliagdo da atividade antioxidante de sementes de mostarda (Brassica
alba, L.) e a caracterizagao dos principais compostos participantes do processo de

inibicdo da oxidacao,

gquanto associar os extratos obtidos das sementes de mostarda, com
antioxidantes sintéticos, como o BHT, e avaliar a aplicagdo das fragées de acidos
fenédlicos da mostarda e de seus acidos fenélicos (identificados como antioxidantes),

verificando seu comportamento diretamente no alimento (6leo).



L]
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4. Material e Métodos

4 1 - Material

4.1.1 - Amostras

Para a realizagdo de nosso trabalho foram utilizadas sementes de mostarda

(Brassica alba, L.), adquiridas no comércio local da cidade de S3o Paulo.

4.1.2 - Reagentes

Para a produgao dos extratos das sementes de mostarda (Brassica alba, L.),
foram utilizados éter etilico, alcool etilico e agua destilada. Para obtencdo dos
acidos fendlicos livres, ligantes sollveis e insollveis, foram utilizados
tetrahidrofurano, metanol, hexano, acetato de etila, hidréxido de soédio, acido
cloridrico e sulfato de sédio anidro, todos de padrao P.A.. Como padrdes dos acidos
fendlicos para cromatografia a gas (salicilico, trans-cindmico, p-hidroxibenzéico,
vanilico, gentissico, protocatequinico, quinico, o-cumarico, m-cumarico, p-cumarico,
galico, ferulico, caféico, sinaptico, catequina, quercetina,clorogénico e
metilheptadecanoato como padréo interno) foram utilizados reagentes da Sigma® e
como solvente foi utilizado o tetrahidrofurano PA - Synth®. O padrdo usado nos
testes de inibicao da oxidagao foi o BHT (hidroxitoluenobutilado), onde no sistema
continha B-caroteno e acido linoléico. Acido acético, n-butanol (Merck®) e Silica Gel

60G (Merck®) foram empregados na cromatografia em camada delgada (CCD).
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4 2. Métodos

4.2 .1 - Obtencao da farinha de sementes de mostarda

Sementes de mostarda foram trituradas em mixer a temperatura ambiente e
tamisadas (Tamis 32 Mesh). A farinha de sementes de mostarda foi acondicionada
em fracos ambar e mantida a temperatura ambiente (20-25°C), até a realizacao de

cada uma das determinacgdes.

4.2.2 - Determinagao da composicao centesimal

4.2.2.1 - Determinacao da umidade

Seguindo o protocolo das Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (1976), o
teor de umidade foi determinado por gravimetria das amostras. Foram pesados 5g
de amostra em capsula de porcela que, posteriormente, foi submetida a estufa
ventilada a 70°C, seguido de pesagens regulares de duas em duas horas até peso

constante. O percentual de umidade foi obtido pela formula:

Pi - Pf x 100 = % de umidade

g

Onde Pi é o peso inicial; Pf € o peso final e g (peso da amostra em gramas).

Os resultados foram expressos em g/100g de amostra.

4.2.2.2 - Determinagao de lipides totais

De acordo com as Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (1976) o baldo
coletor previamente limpo e desengordurado permaneceu uma hora em estufa a

105°C. Em seguida, depois do resfriamento em dessecador, foi feita a tara do balao.
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Apébs pesagem da amostra seca (2g a 3g) em cartucho previamente tarado, foi feita
a extracao dos lipides utilizando-se éter etilico como solvente. O calculo da

percentagem foi realizado empregando-se a seguinte férmula:

Pf - Pi x 100 = % de gordura (% de amostra seca)
g9
Onde Pi é o peso inicial; Pf é o peso final e g (peso da amostra em gramas)

Os resultados de umidade (% de amostra seca) foram corrigidos,
acrescentado-se o peso da agua (calculo obtido na umidade), para obtencéo da %

de gordura total final, onde foram expressos em g/100g de amostra.

4.2.2.3 - Determinacéo da proteina total

Obedecendo as Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (1976) a
determinac¢ao de proteina total doi iniciada a partir de 50 mg da farinha de sementes
de mostarda, desengordurada, juntamente a 2 g de sulfato de potassio (K,SO,), a
50 mg de sulfato de cobre (CuSO,) e a 3 mL de acido sulfarico concentrado
(H2,SO,). Esta etapa caracterizou-se pelo processo de digestdo protéica, catalizada

a 350°C, até obter-se uma coloragao esverdeada (fase final de digestao).

O produto da digestao, apos resfriado, foi adicionado de 1 a 2 mL de agua
destilada (H,O) para dissolver os soélidos presentes. Em seguida, foi seguido o
processo de destilagao, inicialmente, com 15 mL de hidréxido de sédio (NaOH)
40%. Iniciado o processo de destilagdo, 50 mL do destilado foi coletado em um
erlenmayer de 125 mL, contendo 5 mL de acido bérico saturado e 4 gotas da
solucao indicadora de fenoftaleina. O destilado foi, por conseguinte, titulado com

HCI 0,02 N até chegar-se a uma coloracgao violeta.

O calculo da proteina total foi obtido através da férmula:

%N= (mL HCl amosta - mi_HCI branco x Nyg-x 14 007 x 100

mg de amostra

onde: Nyc= Normalidade do Hcl x fator de corregdo; Proteina total=%N x 6,25.
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Os resultados foram expressos em g/100g de amostra.

4.2.2.4 - Determinacéo de cinza

A fracao de cinza foi determinada por gravimetria, baseada na determinacéao
da perda de peso das amostras submetidas a aquecimento a 500°C. (Instituto
Adolfo Lutz, 1976).

4.2.2.5 - Determinacéo da fragdo NIFEXT

A fragdo NIFEXT foi obtida por diferenca através da somatéria das
determina¢bes de umidade, proteina, cinzas e extrato etéreo, subtraidas de 100,

completando a analise da composicao centesimal.

4.2.3 - Obtencao dos extratos

Os extratos etéreo (baixa polaridade), alcodlico (polaridade intermediaria) e
aquoso (alta polaridade), da mostarda, foram obtidos através do processo de

extragao sequencial.

Para obtencéo dos extratos foram pesados inicialmente 20 gramas de farinha
de mostarda e adicionados 100 mL de éter etilico; agitou-se no homogeneizador por
1 hora, a temperatura ambiente (temperatura entre 23-25°C). Apds 1 hora, filtrou-se
a solucédo em funil de Biichner, completando-se o volume para 100 mL com éter
etilico. O residuo foi recuperado, seco em estufa a 60°C, e as perdas foram pesadas
e calculadas para a obtengdo dos demais extratos com alcool etilico e agua
destilada, seguindo o mesmo procedimento para obtengdo do extrato etéreo, na

mesma proporgéo de 1:5.
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4.2 .4 - Determinacao do peso seco dos extratos e fracées

Para se avaliar o teor de sélidos, para o calculo da concentracao, foi medida
uma aliquota de 0,2mL a 1mL de extrato, a qual foi colocada em vidro-relégio para
evaporagao do solvente; depois de evaporado, permaneceu em estufa a 105°C por
2 horas. Apoés a estufa, o vidro de reldgio foi pesado até peso constante e o calculo

do residuo seco foi obtido através da férmula:

Pi - Pf x 100 = % de residuo seco
g

Onde Pi é o peso inicial, Pf é o peso final e g é a quantidade em ml de cada extrato.

4.2.5- Separacao dos compostos fendlicos por cromatografia em camada
delgada (CCD)

A cromatografia em camada delgada comegou a ser empregada no lugar da
cromatografia em papel, devido a algumas vantagens apresentadas por este
método, como a possibilidade da utilizacdo de reagentes mais agressivos na eluicao
e revelacéo das placas e a redugao no tempo de analise (COPIUS-PEEREBOOM &
BEEKES, 1964). Por outro lado, ha a possibilidade da variagdo do material
adsorvente que recobre a placa, como a silica gel, celite, hidréxido de calcio,
fosfato de magnésio, poliamida, Sephadex e celulose, visando uma melhor
separacgao desses compostos (JAYAPRAKASAM & SIVAKUMAR, 1989).

Para a separacdo dos compostos fendlicos dos extratos, foi utilizada a
técnica de IZMAILOV e SHRAIBER (1938), que consiste na separagdo dos
componentes da amostra através da migracao diferencial sobre uma camada

delgada de adsorvente, retido sobre uma superficie plana.

O adsorvente ulilizado foi a Silica Gel 60G Merk com espessura de 0,25 mm
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e como superficie plana, foram utilizadas placas de vidro 20 x 20 cm.

Para confecc¢do de 5 placas, foram empregadas 25 gramas de silica diluida
em 50 ml de H,O.

Durante os experimentos, utilizou-se os trés extratos, nos seguintes volumes:
20 pL dos extratos etéreo, alcodlico e aquoso e o0 mesmo volume para as fraces

livre, soluvel e insoluvel dos fendlicos da mostarda.

Na revelagao dessas placas, foram usados os reagentes cromatograficos em

spray descritos a seguir:

caroteno = 45 mg de B-caroteno dissolvidos em 15 mL de cloroférmio + 20 ulL de

acido linoléico em 30 ml de etanol;

o Cloreto férrico e ferricianeto de potassio = 50 mL de solugdo aquosa FeCl; 1% +

50 mL de solucao aquosa K;Fe(CN)g 1%;
e Cloreto férrico = 2g de FeCl; em 100 mL de etanol.

o Nitrato de prata amoniacal = 30 mL de NH,OH em 70 mL de H,O + 3,4 g de
AgNO; em 100 mL de H,0.

4.2.6 - Obtencao da fragao lipidica

Para a obtencgé&o da fragéo lipidica, foi seguido o método descrito por FOLCH
et al. (1957).

Foi tomado um grama de farinha de sementes de mostarda para ser
homogeneizada com 10 mL de cloroférmio. Em seguida, foram adicionados 20 mL
de cloroférmio e a mistura foi homogeneizada por mais 5 minutos. O sobrenadante
foi filtrado em funil de Bickher e o precipitado foi lavado com 20 mL da mistura de
cloroférmio/metanol (1:1). O filtrado foi recolhido em proveta de 250 mL e teve seu

volume aferido em proveta para adicionar % deste volume medido de KCI 0,88% em
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agua. A fase superior foi desprezada por aspiragéo a vacuo. O volume foi mais uma
vez aferido para ser adicionado % da mistura de metanol/agua (1:1). A mistura foi
homogeneizada manualmente. A fase superior foi eliminada por aspiragdo a vacuo,
sendo a fase superior inferior filtrada em sulfato de sédio anidro (em um baldo) e

evaporado em rota-evaporador, com temperatura monitorada a 40°C.

4.2.7 - Determinacao de acidos graxos por cromatografia a gas

A determinacao dos acidos graxos totais da farinha de sementes de mostarda

(Brassica alba) foi feita seguindo-se a técnica da cromatografia gasosa.

Como descrito no método para esterificagdo para posterior analise
cromatografica (HARTMAN & LAGO, 1973), foram tomados 0,1 mL do extrato
etéreo, posteriormente evaporado em atmosfera de nitrogénio. Em seguida, foram
adicionados 2 mL de KOH metandlico, e a amostra homogeneizada e mantida em
banho-maria fervente por 5 minutos. Depois da amostra esfriada, adicionaram-se 6
mL da mistura de esterificacdo e, em seguida, a mistura foi levada ao banho
fervente por mais 3 minutos. Ap6s esse procedimento, foram adicionados 5 mL de
agua destilada e a mistura foi homogeneizada em um agitador de tubos. A fragao
dos metil ésteres foi extraida com trés porgdes sucessivas de 2 mL de hexano. Na
fase superior extraida, foram adicionados 5 mL de uma solugdo de bicarbonato de
sodio saturada, onde ocorreu separacdo em duas fases: a fase superior que foi
evaporada em rota-evaporador, com temperatura monitorada a 40°C, e adicionado
1 mL de hexano para determinagao dos acidos graxos por cromatografia a gas; e, a

fase inferior foi desprezada.

A identificacdo foi realizada em um cromatégrafo a gas CG modelo 500,
equipado com detector de ionizagdo em chama, conectado a um integrador CG
modelo 300. A coluna utilizada foi a super carbowax 30 com 30 metros de

comprimento e 0,25 mm de didmetro. A programacéao utilizada foi uma temperatura
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inicial da coluna de 150°C a 230°C, a uma velocidade de 6°C/min. Ja a temperatura

da camara injetora foi de 230°C e a do detector, 250°C.

A identificacdo e quantificacdo do acidos graxos presentes na farinha de
sementes de mostarda foi realizada com base nos tempos de retencéo relativa e
quantificados com base no padrao interno e na concentragéo dos acidos graxos da
solucdo padrdao (C:12/C:22 - Sigma®). Os resultados foram expressos em

percentagem.
4.2.8 - Determinacdo de compostos fendlicos

4.2.8.1 - Determinacéao de fendlicos totais

Os extratos contendo os compostos fendlicos foram preparados segundo o
método descrito por FANTOZZI & MONTEDORO (1978). Pesaram-se 2 gramas de
farinha de sementes de mostarda, que foram homogeneizadas com 100 mL de uma
mistura de metanol/agua (80/20) por uma hora. Apdés homogeneizagdo a mistura foi

filtrada e o volume novamente corrigido para 100 mL com metanol.

Os fenolicos totais foram determinados, espectrofotometricamente, pelo
método descrito por SWAN & HILLS (1959), utilizando-se o reagente de Folin-Denis

e a catequina como padrao, com leituras a uma absorbancia de 720 nym.

O método colorimétrico de Folin-Denis (SWAIN & HILLS, 1959) é o mais
utilizado para determinacao de compostos fenodlicos totais em alimentos, sendo
baseado na reduc¢éo dos acidos fosfomolibdco e fosfotingstico em solugéo alcalina.
A cor azul produzida pela reducao do reativo de Folin-Denis pelos fendlicos é
medida espectrofotometricamente na faixa de absorcao de 720 nm. Este é um
meétodo pouco especifico, pois sao determinados ao mesmo tempo acidos
fendlicos, flavondides e taninos. Além disso o maior incoveniente do método é a
reagcdo concomitante com outros constituintes do alimento como xantinas,
aminoacidos, proteinas, acido ascérbico e perdoxidos de hidrogénio (BRUNE et al.,
1991).
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4282 - Obtencdo de acidos fendlicos livres, ligantes sollveis e

insoluveis

Para obteng¢ao dos acidos fendlicos livres, ésteres soluveis e ligantes
insoluveis de acidos fendlicos, para sua identificagdo por cromatografia a gas,
seguiu a técnica de KRYGIER & SOSULSKI (1982), com algumas modificagdes para

a farinha de semente de mostarda. O esquema gerai de extragao, segue abaixo:

FARINHA DESENGORDURADA

Extragdo com THF (tetrahidrofurano)
SOBRENADANTE | i RESIDUO |
Extracao com metanol,
acetona e dgua
centrifugado
SOBRENADANTE | | RESIDUO
Concentragio hidrélise alcalina
hidrélise alcalina acidificagdo
acidificagdo centrifugagdo
W\SE AQUdST] ISOBRENADANTE I.Baldua_
Extragdo com hexano Extrag&o com hexano
extrates | FASE AQUOSA FASE AQUOSA
Extragdo DE/EA/THF Extragao E/EA/THF
EXTRATOS EXTRATOS EXTRATOS
THF DE/EA/THF DE/EA/THFE
Desidratagao Desidratagao Desidratagao
sulfato sédio anidro sulfato de sédio anidro sulfato sédio anidro
AciDos ACIDOS | ACIDOS
FENOLICOS FENOLICOS | FENOLICOS
LIVRES DE ESTERES LIGANTES
3 b

Esquema 8- Procedimento de extragdo e separagdo de compostos fendlicos de fragdes livres,
esterificadas e de residuos de &cidos fenélicos para andlises em coluna capilar de
cromatografia gas-liquida (DE/EA/THF= éter etilico - acetato de etila - tetrahidrofurano,
1:1:1).
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4 2.8.2.1 - Extrato de acidos fenolicos livres

Foi pesada 1g de amostra previamente desengordurada e extraiu-se por 6
vezes com porc¢des de 20 mL de tetrahidrofurano e através de homogeneizacao por
3 minutos em vortex e centrifugagcao por 10 minutos a 10.000rpm. Os sobrenadantes
das 6 extracdes foram recombinados, filtrados e desidratados através de sulfato de
sédio anidro. A fracdo, resultante do filtrado, foi evaporada em evaporador rotativo,
sob vacuo a 40°C e resuspendida em 5 mL de tetrahidrofurano. O extrato contendo
a fracdo de acidos fendlicos livres foi, entdo, armazenado sob refrigeracdo a uma
atmosfera de nitrogénio para realizacdo de analise cromatografica e analise da

atividade antioxidante.

4.2.8.2.2 - Extrato de acidos fenolicos solliveis

O residuo proveniente da extracdo dos acidos fenolicos livres foi submetido a
novo processo de extracdo. Os fendlicos sollveis foram extraidos 6 vezes com 20
mL de solugcdo metanol-acetona-agua (7:7:6). As amostras foram homogeneizadas
por 3 minutos e a seguir, centrifugadas (como descrito para a fracao livre dos acidos
fendlicos). No final da extracdo os sobrenadantes foram recombinados e
evaporados em rotaevaporador, sob vacuo a 40°C, até a fase aquosa. Para
liberacdo dos ésteres sollveis, que se encontram esterificados com proteinas ou
polipeptideos, foi adicionado igual volume de hidréxido de sédio 4N. Apéds 3 horas
de hidrolise, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, o pH foi corrigido para 2,
com acido cloridrico 6N, seguido de centrifugacdo a 10.000rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi transferido para um funil de separagdo e extraido com igual
volume de hexano (1:1), para eliminacdo dos acidos graxos livres e outros
contaminantes e posterior extracdo dos fendélicos da fase aquosa com a mistura de
éter etilico-acetato de etila-tetrahidrofurano (1:1:1), na propor¢cao de 1:1 solvente-
agua, por 6 vezes, através de agitacdo no préprio funil de separagéo. A fragéo

extraida foi filtrada e desidratada com sulfato de sédio anidro, evaporada em
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rotaevaporador a 40°C e, ressuspendida em 5 mL de tetrahidrofurano. O
procedimento de armazenamento da fragdo soltvel de ésteres de acidos fendlicos
da farinha de semente de mostarda, seguiu o mesmo protocolo dos acidos fenélicos

livres.

4.2 8.2.3 - Acidos fendlicos insollveis

O residuo da extracao dos fendlicos soltveis foi hidrolisado diretamente com
25 mL de hidroxido de sédio 4N, durante 3 horas a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz. O extrato contendo os ésteres insollveis de acidos fendlicos teve seu
pH corrigido para 2, com acido cloridrico 6N, seguindo de centrifuga¢do a 10.000
rpm por 10 minutos. A partir dessa fase, seguiu-se o0 mesmo procedimento do
filtrado para os ésteres sollveis dos acidos fendlicos da farinha de semente de
mostarda (item 4.2.8.2.2).

4.2.8.3 - Preparacéao da solugao padrao de acidos fendlicos

A solugao padrao de acidos fendlicos foi preparada com 16 acidos fendlicos
da Sigma® dissolvidos em 10 mL de tetrahidrofurano. A concentragdo dos acidos

fendlicos utilizados para essa mistura, apresenta-se no quadro 2.

Uma aliquota de 0,2 mL da solugéo padréao de acidos fenoélicos foi combinada
a 0,1 mL do padrao interno: acido metil éster de acido heptadecanoato (Sigma®) em
uma concentragdo de 0,25 mg/mL. Tal mistura foi preparada para seguir o

procedimento de silinizacéo e posterior analise cromatografica.
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Quadro 2 - Acidos fendlicos utilizados para o preparo da solugdo padrdo para

analise cromatografica.

ACIDO CONCENTRACAO (mg/mL) RF

salicilico 0,98 0,12
frans-cinamico 0,99 0,20
p-hidroxibenzdico 0,98 0,60
vanilico 1,00 0,09
gentissico 1,37 1,22
protocatecuico 0,95 0,16
quinico 0,99 1,20
o-cumarico 0,98 0,37
m-cumarico 0,97 0,23
p-cumarico 0,99 0,77
galico 0,99 0,26
ferulico 0,99 0,74
caféico 0,98 0,49
sinaptico 0,99 5,45
catequina 0,99 7,80
clorogénico 0,99 8,07

4.2.8.4 - Silinizagao das fracbes livre, ésteres sollveis e insoluveis de

acidos fenodlicos da farinha de sementes de mostarda

As fragcbes livre, soluvel e insolUvel sofreram processo de silinizagdo para
esterificacdo dos acidos fendlicos presentes, para uma melhor separagdo por
cromatografia gasosa. Nesta etapa, as fragdes foram totalmente evaporadas sob
atmosfera de nitrogénio. Foi adicionado 0,1 mL do padrao interno: metil éster de
acido heptadecanoato. Em seguida, foram adicionados 0,2 mL de BSA [N, O,-bis
(trimetilsilil)-acetamida] e depois as amostras foram para um banho-maria a 60°C,
por 30 minutos. Apds este procedimento, elas ja estavam prontas para a analise

cromatografica.
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429 - Identificacdo dos acidos fendlicos livres, ésteres soluveis e

insollUveis de acidos fendlicos por cromatografia a gas

As analses cromatograficas também foram realizadas em cromatografo a gas
HP (modelo 6890 com detector de ionizacdo de chama), conectado a um
computador HP Chemsatation B 02.05 como integrador, com parametros
controlados pelo software windows NT workstation 4.0. A coluna empregada foi a
semipolar DB5 (J & W®), com 25 metros de comprimento por 0,25mm de diametro. A
programac¢ao de temperatura utilizada foi a seguinte: temperatura inicial de 112°C,
isotérmica por 3 minutos e programada de 112°C até 290°C, a uma velocidade de
aquecimento de 10°C por minuto; isotérmica a 290°C, por 10 minutos. A temperatura
da camara injetora foi de 290°C e a temperatura do detector, 300°C e, o gas de

arraste utilizado foi o hidrogénio.

A identificacdo dos acidos fendlicos foi realizada com base nos tempos de
retengao relativa das amostras com base no padrao interno e na concentra¢ao dos

compostos da solugao padrao (quadro 2).

4210 - Purificacdo de compostos fendlicos por cromatografia em
camada delgada (CCD) para identificacdo por cromatografia a
gas (CG)

A purificacdo dos compostos fendlicos por cromatografia em camada
delgada, foi realizada por meio de placa preparatéria com espessura de 0,50 mm,

em que o preparo seguiu o protocolo descrito no item 4.2.5.

Para a revelagéo utilizou-se cloreto férrico e ferricianeto de potassio a 1% em
1/5 da placa, com a finalidade de localizar a(s) banda(s) de compostos fendlicos e
calculo do(s) RF. O restante da placa, na altura da banda revelada, foi separada por

sucgao a vacuo, com auxilio de uma pipeta pasteur e a banda foi coletada em um
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tubo.

Os fendlicos presentes na silica coletada no tubo, foram solubilizados com
tetrahidrofurano (THF), solvente utilizado como fase mével na cromatografia a gas.
Apoés a separacao da silica por decantagao, o sobrenadante foi coletado, evaporado
e silinizado como descrito no item 4.2.8.4, para identificacdo dos compostos

fendlicos presentes como descrito no item 4.2.8.

4.2.11 - Atividade antioxidante em sistema B-caroteno/acido linoléico

A atividade antioxidante foi determinada pelo método in vitro, desenvolvido
por MARCO (1968) e modificado por MILLER (1971), empregando-se o &cido
linoléico, Tween 60 e B-caroteno. Esse sistema foi mantido a 50 °C, e medidas
espectrofotométricas de absorbancia foram feitas em espectrofotébmetro Bausch &
Lomb, modelo Spectronic 20, a 470nm, a cada 15 minutos, durante 2 horas.
Diferentes volumes de extratos (0.05 mL e 0.1 mL) foram adicionados de 5mL de
solucéo de B-caroteno com acido linoléico:1,5 mL de B-caroteno + cloroformio (20
mg/mL), 20 mg de A&cido linoléico (1 gota) e 60 mg de Tween 40 (3 gotas), como
emulsificante, e foram evaporados através da passagem de nitrogénio. A seguir
adicionou-se 90 mL de agua destilada, tratada com O, durante 30 minutos. A
solucdo inicial deve estar limpida e apresentar densidade otica entre 0.6 e 0.7 na
absorbancia de 470 nm. Todas as determinagdes foram feitas nove vezes e
acompanhadas por um controle sem antioxidante e um outro, com 0,05 e 0,1 mL de
solugao de BHT, a uma concentracao de 100 ppm. As percentagens de inibigéo da
oxidagao foram calculadas da seguinte forma: o decaimento da densidade o6tica do
controle (D.O. inicial - D.O. final) foi considerado como 100% de oxida¢do. A queda
na leitura da densidade 6tica das amostras foi correlacionada com o controle e
estabeleceu-se a percentagem de inibicdo da oxidagdo, subfraindo-se a

percentagem de oxidagcao de cada amostra de 100.

Primeiramente, foi ‘verificada a acado antioxidante dos extratos e depois o
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efeito sinergista da atividade dos extratos somados aos antioxidantes sintéticos, da
seguinte forma: 0.025 mL da amostra + 0.025 mL de BHT. A atividade antioxidante

também foi aplicada aos acidos fenolicos, obtidos no item 4.2.7. (figura 2).

DO ¥ o = e~
< CAY ax
| AY

100% oxidagao
X

Tempo

Figura 2 - Modelo para calculo de porcentagem de inibic8o da oxidacdo (PEREIRA, 1996).

4212 - Estudo cinético da atividade antioxidante no sistema pB-

caroteno/acido linoléico

A eficiéncia da atividade antioxidante dos extratos foi estimada pelo método
das tangentes em duas partes das curvas cinéticas, segundo modificacdao do
método descrito por YANISHILIEVA & MARINOVA (1995).

Na primeira parte da curva (entre 15 e 45 minutos apds o inicio da reacgéo) é
medida a eficiéncia do antioxidante de bloquear a reacdo em cadeia através da
interacao com os radicais peréxido. Essa eficiéncia é medida pela relacao entre as
tangentes das curvas cinéticas apresentadas pelo meio contendo o extrato e o

controle sem antioxidante. Os valores obtidos foram denominados fator 1 (F1):

F1= ig extrato ou fragio

tg controle

Na segunda parte da curva (entre 75 e 105 minutos apés o inicio da reagao)
é medida a possibilidade do antioxidante participar de outras reacées durante o

processo oxidativo. Essa medida & obtida pela relacao entre as tangentes das
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curvas cinéticas apresentadas pelo meio contendo o extrato e o controle sem
antioxidante. Os valores encontrados foram denominados de fator 2 (F2):

F2= tg extrato ou fracao
tg controle

4.2.13 - Atividade antioxidante em sistemas lipidicos

Afim de medir a capacidade antioxidante das fragées de acidos fendlicos da
mostarda e de seus Aacidos fendlicos identificados, foi utilizado um método
experimental em estufa ventilada a 60°C ( “teste de Schaal’) e o método do oxigénio
ativo (AOCS, 1990), no intuito de comparar os tipos de oxidacdo: em baixa
temperatura por um longo periodo e, em alta temperatura, por um tempo reduzido;
comparando-se paralelamente a capacidade antioxidante das fracoes de fendlicos

da mostarda nesses dois sistemas.

Para o experimento em estufa, com amostras de o6leo de soja sem
antioxidante (Cargill Agricola S/A), foram pesadas (50 g) em béquer e para cada
amostra adicionou-se volumes das fragoes e acidos fendlicos purificados (Sigma®)
para a concentragao tnica de 0,02% solubilizadas em tetrahidrofurano, juntamente
com 1% do emulsificante Tween 80°. As amostras foram colocadas em estufa
ventilada a temperatura de 60°C. As amostras foram mantidas nessas condi¢des por
80 horas, sendo que em tempos programados (0, 2, 8, 20, 28, 36, 52 e 80 horas),
aliquotas de 5 g foram coletadas, para monitoramento do processo oxidativo através
da determinacgao do indice de peréxidos (AOCS, 1990) e das substancias reativas
ao acido tiobarbiturico (TBARS) (SINNHUBER et al, 1958). Além das fracdes, foram
realizados os testes sem adicdo de amostras (controle) e com o uso de um

antioxidante sintético (BHT), na mesma concentracdo aplicada as fragdes.

Para o método do oxigénio ativo (AOCS, 1990), tendo como substrato o 6leo
de soja isento de antioxidantes (Cargill Agricola S/A), seguiu-se 0 mesmo protocolo
experimental para a estufa ventilada, sendo que, as misturas (6leo, amostras e

Tween 80°) foram coletadés em tubos de aeracdo e homogeneizadas previamente
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em agitadores por 30 minutos. Os tubos foram imersos em banho maria a 80°C e
conectados a saida de ar com um fluxo de 10L/h. As amostras foram mantidas
nessas condicées por 10 horas, sendo que a cada 2 horas, aliquotas de 5g foram
coletadas, para o monitoramento da oxidagdo através do indice de peroxidos
(AOCS, 1990), das substancias reativas ao acido tiobarbitarico (SINNHUBER et al.,
1958) e medida de dienos conjugados por espectofotometria UV. Nesta analise as
amostras foram solubilizadas em isoctano, € a absorbancia foi medida em 234nm
(absorbancia por perfomace do espectro de varredura). Assim como para o
protocolo da estufa ventilada, além das fragdes, foram realizados os testes sem
adicdo de amostras (controle) e com o uso de um antioxidante sintético (BHT) na

mesma concentragao aplicada as fragées.

4.2.14 - Efeito da concentragcédo

A fracéao livre obtida no item 4.2.8.2.1. foi utilizada nos volumes de 0,001 mL
a 0,1 mL, para avaliagdo da atividade antioxidante. Para tanto usou-se o sistema
acido linoleico/B-caroteno, como descrito no item 4.2.11. O calculo da concentragao
foi obtido em ug/mL, correspondente a matéria seca de cada um dos volumes

utilizados.

4.2 .15 - Analise estatistica

Os resultados estdo apresentados como médias + desvio padréao. As
variagdes detectadas nos grupos experimentais, foram avaliadas através da analise
de variancia (ANOVA) e do teste de Tukey. O teste de comparacédo entre as médias
obtidas das amostras foi o teste { student para amostras pareadas, onde fixou-se
em todos os calculos um nivel de significancia com p < 0,05. Os softwares utilizados

para execuc¢éao dos testes foram o EXCEL (versdo 5.0) e o INSTAT (versao 2.0).
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5 - Resultados e Discussao

Como ja destacamos na Introdugao existem muitas mudang¢as de ordem
quimica e estrutural que ocorrem durante o processamento, distribuicdo e
preparacgao final dos alimentos. Uma delas é o processo oxidativo que afeta as
caracteristicas organolépticas e nutricionais dos alimentos. Os antioxidantes
naturais, presentes em especiarias, por exemplo, vém sendo estudados como

fatores inibidores do processo oxidativo.

Nosso trabalho avaliou a atividade antioxidante de extratos obtidos a partir da
farinha de sementes de mostarda, identificando os principais compostos fenélicos

responsaveis pela inibicao da oxidagao.

5.1- Composicao centesimal

A metodologia para obtengéo da composi¢do centesimal foi descrita no item
4.2.2 e os resultados apresentam-se na tabela 1. Os resultados laboratoriais foram
comparados a tabela de composicao de alimentos: Handbook of the nutritional
contents of foods (1975). Como pode ser verificado na tabela 1 o teor de lipides,
obtido experimentalmente, é elevado (33,0%) e ndo confirma os dados da literatura,
como apresentados na tabela. Os demais constituintes (exceto cinza e fracao nifext)
também apresentaram valores diferentes quando comparados aos valores da tabela

apresentada.

Os dados experimentais de cinza, ndo foram comparados com os dados de
literatura, pois esses ndo representam o percentual total da fragao inorganica, mas
somente a soma de cinco minerais: calcio, fosforo, ferro, sédio e potassio. A
literatura traz dados referentes a analises da fragdo mineral da farinha de sementes
de mostarda branca (Sinapis alba) e preta (Brassica nigra) no grdo integro e em

molhos, onde foram identificados e quantificados o sédio, potassio, calcio,
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magnésio, ferro, zinco, manganés e cobre, com uma concentracdo de 398,79
mg/100g no grao integro e de 674,2 mg/100g no molho, sendo este aumento devido
a adicdo de sais de sddio e potassio, durante as preparagdes(LOPEZ-ARGUELLO
et al, 1998). Estes resultados, também nao confirmam os dados da fracao mineral

(cinza) apresentados na tabela.

Tabela 1 - Composi¢do centesimal da farinha de semente de mostarda

Composigao (g/100 g) Dados Dados de
laboratoriais* literatura **

Umidade 5,8 28,3
Lipides 33,0 201
Proteina 29,8 21,3
Cinza 4,6 1,3™
Nifext 26,8 29,0 ©
Total 100,0 100,0

* Média de trés determinagbes
** Handbook of the nutritional contents of foods - prepared for " The United States Department
of Agriculture®, 1975
© Soma dos minerais: calcio, fosforo, ferro, sédio e potassio
) Valores de hidratos de carbono

5.2- Cromatrografia em camada delgada (CCD)

Constatadas as vantagens da cromatografia em camada delgada, como um
método rapido, sensivel e de boa resolucdo, estabelecemos as condicbes de
trabalho para a purificagéo e identificagéo de acidos fendlicos em extratos e fragdes
de fenolicos das sementes de mostarda (Brassica alba, L.). Os resultados se
apresentam na figura 3 e tabela 2 (extratos etéreo, alcodlico e aquoso) e na figura

4 e tabela 3 (fracées livre, soltivel e insoluvel).

Como pode-se verificar, o extrato aquoso foi o Unico a apresentar uma banda
reconhecida com atividade antioxidante (revelagéo no sistema B-caroteno), com um

Rf 0,86, sendo que a mesma foi caracterizada a existéncia de compostos fendlicos
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(sistema revelador ferricianeto/cloreto férrico) com um Rf de 0,85.

Por outro lado, apés fracionamento das amostras para obtencéo das fracdes
livre, soluvel e insoluvel, foi possivel pela cromatografia em camada delgada
verificar a presenga de compostos fendlicos que, apresentaram Rf distintos com

valores que variaram de 0,32 a 0,87.

Esses resultados foram contrarios ao trabalho de SHAHIDI et al (1994) que
constataram, seguindo diferentes condi¢cdes experimentais, que o extrato etanélico
da farinha de sementes de mostarda apresentou atividade antioxidante na
cromatografia em camada delgada. A diferenca nos resultados pode ser justificada
pela diferanca nas condi¢des experimentais. A metodologia seguida por SHAHIDI et
al. (1994), utilizou cromatografia em camada delgada, posteriormente, a
cromatografia liquida, para separacao e identificacdo de compostos tri-hidroxi com
atividade antioxidante em modelo de oxidacao de carnes (SHAHIDI et al., 1992). No
estudo de SHAHIDI (1994), estes compostos fenélicos apresentaram bom potencial
de inibigdo da oxidacdo e o modelo experimental utilizado foi adequado para a
identificacdo dos mesmos. No entanto, nosso trabalho utilizou cromatografia em
camada delgada, como procedimento preliminar de identificacdo e purificacdo de
bandas de compostos fendlicos presentes na farinha de sementes de mostarda,
antes de uma analise mais precisa de identificagcdo e quantificacdo destas
substancias fendlicas, por cromatografia a gas apds procedimento de extracao das
fracdes pela técnica desenvolvida por KRYGIER & SOSULSKI (1982), com algumas
condi¢des modificadas por MOREIRA & MANCINI-FILHO (1998).

A presenca de duas bandas na fracdo de ésteres sollveis de acidos fendlicos
da farinha de sementes de mostarda (figura 4), identificadas pelo revelador de
fendlicos, o ferricianeto de potassio/cloreto férrico, sendo caracterizadas como
compostos di- e tri- hidroxi e confirmados pela cromatografia a gas onde apresentou
um pico predominante nesta fragéo identificado como o acido p-hidroxibenzoéico,
como apresentado no cromatogramas nas figura 7 e 10. Este sistema revelador
confirma resultados de literatura para identificacdo de compostos di ou tri-hidroxi em

cromatografia em camada delgada (SHAHIDI ef al., 1994).
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A cromatografia em camada delgada para identificacao e purificagao de
acidos fendlicos € um parametro seguro quando utilizada com diferentes sistemas
reveladores, como sugerido por SHAHIDI et al. (1992), para identificagdo e
purificacdo de acidos fendlicos, principalmente de compostos fendlicos hidroxi,

como o acido p-hidroxibenzéico e o acido sinaptico.

A/A’ = Extrato Etéreo
B/B” = Extrato Alcodlico
C/C’ = Extrato Aquoso

Figura 3- Cromatografia em camada delgada (CCD) dos extratos da farinha de semente de

mostarda mostarda

Tabela 2 - Rf dos extratos da farinha de semente de mostarda na CCD

Mancha Revelagao Cor Rf

3 (Bxtrato Aquoso) B-caroteno/Cloroférmio Amarela 0.86

3”(Extrato Aquoso) Ferricianeto/Cloreto Férrico Azul/laranja 0.85
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AJA"= Acidos Fenélicos Livres
B/B = Acidos Fendlicos de Esteres Soluveis
C/C’= Acidos Fendlicos de Esteres Insoluveis

Figura 4 - Cromatografia em camada delgada (CCD) das fragGes livre, sollvel e insolivel da farinha
de semente de mostarda

Tabela 3 - Rf das fragGes livre, solavel e insolivel de fendlicos da mostarda em CCD

Mancha Revelagao Cor Rf
1 B-caroteno/cloroférmio Amarelo 0.32
11 B-caroteno/cloroférmio Amarelo 0.83
2 -caroteno/cloroférmio Amarelo escuro 0.80
22 B-caroteno/cloroférmio Amarelo 0.83
3 B-caroteno/cloroférmio Amarelo 0.87
1 Ferricianeto/Cloreto Férmico Verde 0.32
11 Ferricianeto/Cloreto Férrico Azul 0.87
2 Ferricianeto/Cloreto Férrico Azul escuro 0.83
22 Ferricianeto/Cloreto Férrico Azul 0.87

3 Ferricianeto/Cloreto Férrico Azul 0.87
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5.3 - Acidos Graxos de sementes de mostarda

A analise do perfil lipidico dos componentes alimentares revela a presenca
de acidos graxos, presenca de insaturagcdées, comprimento da cadeia e isomerias

(cis, trans) que definem as propriedades fisicas dos lipides (MAYES, 1994).

A cromatografia a gas € a técnica mais utilizada para identificar e quantificar
o perfil de acidos graxos da porc¢éao lipidica de um alimento e, assim, definir as suas

propriedades fisicas e quimicas.

A farinha de sementes de mostarda teve seu perfil lipidico determinado pela
técnica de HARTMAN & LAGO (1973) como descrito no item 4.2.7. Como pbdemos
observar na tabela 4 e figura 5, a farinha de semente de mostarda apresentou
elevado percentual de acidos graxos insaturados: acido oléico, acido linoléico e
acido linolénico, os quais apresentam grande importancia fisiolégica (CHRISTIE,
1982), e acido erucico que, perfizeram juntos, uma concentracao de 80,3%. Ja os
acidos graxos saturados apresentaram 16,76%. A composi¢cdo dos acidos graxos
identificados foram confirmados pelos resultados de literatura (VELASCO et al,
1997).

Como visto através da analise utilizando-se a cromatografia em camada
delgada, pode-se identificar a presenca de compostos fendlicos nos extratos e
fracbes da farinha de sementes de mostarda, que possivelmente, participam de
processos de protecao dos acidos graxos insaturados presentes nas sementes de
mostarda. Esse fato foi observado por PRATT & HUDSON (1990), que verificaram
que muitos 6leos de sementes contém fendlicos que retardam a oxidagdo em
sementes nativas, tdo bem como em seu o6leo extraido, podendo agir como
antioxidantes primarios, sinergistas ou queladores de metais, protegendo os

alimentos que os contenham.
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O uso isolado do 6leo de sementes de mostarda, deve ser feito com cautela,
pois apesar de apresentar fatores protetores a oxidacdo e presenga de acidos
graxos essencias, ha uma elevada percentagem do acido ertcico em sua fragao
lipidica, dado confirmado por trabalhos em outras espécies de Brassica que
apresentaram também, alto teor dessa substancia (VELASCO et al, 1998). Esse
acido graxo, composto de 22 unidades de carbono e uma insturagdo no carbono 9,
é téxico ao organismo, podendo levar a distarbios neurolégicos, como
dismielinizagdo das células nervosas com consequente distubio do impulso nervoso.
Por outro lado, um tratamento quimico adequado, podera minimizar esse efeito por

eliminacgao parcial ou total deste acido graxo.

Tabela 4 - Composicdo dos acidos graxos da fragcao lipidica da farinha de semente de mostarda

ACIDOS GRAXOS COMPOSIGAO (%)
Palmitico -C16:0 4,37
Estearico -C18:0 0,69
Oléico -C18:1 20,23
Linoléico -C18:2 8,30
Linolénico -C18:3 11,65
Eicosanoico - C 20: 0 11,70
Ertcico -C22:1 40,12
Total de acidos graxos saturados 16,76
Total de acidos graxos insaturados 80,3
Total de acidos graxos identificados 97,06
Total de acidos graxos nao identificados 2,94

Total 100,00
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Figura & - Cromatograma dos principais acidos graxos da farinha de mostarda (1) C 16:0; (2) C 18:0;

(3) C18:1; (4) C 18:2; (5) C 18:3; (6) C 20:0 e (7) C 22:1
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5.4 - Acidos fenolicos

A metodologia para a analise de acidos fendlicos em alimentos pode ser
dividida em dois procedimentos experimentais: o primeiro visa a determinagéo de
compostos fendlicos totais, onde sdo dosados todos os compostos sem distingéo, e
um outro mais especifico, normalmente empregando-se métodos cromatograficos,
visando uma avaliagao qualitativa e quantitativa mais precisa dos acidos fenolicos

presentes.

Apesar da limitagdo do uso do método colorimétrico de Folin-Denis (SWAIN &
HILLS, 1959), varios autores utilizam-no como ponto de partida para seus estudos
ou empregam-no como um meio de monitoramento de processos analiticos mais
sofisticados (TORRES ef al., 1987, MONTEDORO et al., 1992).

A metodologia de fendlicos totais de Folin-Denis esta descrita no item 4.2.8.1
(p.45) e o resultado do teor de fendlicos totais da farinha de sementes de mostarda
apresentou uma concentracdo elevada de 70,07 mg/g com um desvio padrao de
0,06, resultado justificado pela presenca dessas substancias em todas as fracdes

testadas na cromatografia em camada delgada (figura 4).

55 - Acidos fendlicos das fraces livres, soluveis e insoliveis da

mostarda identificados por cromatografia a gas.

Como foi visto anteriormente, a cromatografia em camada delgada € uma
técnica muito Gtil e acessivel para a analise qualitativa de acidos fendlicos em
extratos vegetais. Esse método ainda é muito utilizado como um primeiro passo na
separac¢ao ou purificacdo dos acidos fendlicos antes da realizagao de investigacdes
mais especificas. No ultimos anos, devido ao grande avang¢o na instrumentacgao
analitica, métodos como a cromatografia gasosa (CG) e a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC) sdo frequentemente, empregados na andlise qualitativa e
quantitativa de acidos fenélicos, pois sao rapidos e de grande eficiéncia para esta

finalidade. A cromatografia gasosa € o método mais popular para este fim, devido a
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sua alta eficiéncia na separagcdo dos compostos, rapidez, sensibilidade e baixo
custo (TESAROVA & PACAKOVA, 1983).

Ha varias metodologias descritas sobre a analise de acidos fendlicos por
cromatografia a gas baseados nas suas caracteristicas de polaridade. Os acidos
fendlicos sao substancias que possuem alta polaridade e baixa pressao de vapor.
Tais caracteristicas levaram alguns autores a descrever processos distintos para
derivacao e condi¢cdes de andlises cromatograficas, objetivando uma melhor técnica
de isolamento e caracterizacao destes compostos. Nosso trabalho seguiu a
metodologia utilizada por DABROWSKI & SOSULSKI (1984a), na qual os autores
identificaram compostos fenolicos como o acido p-hidroxibenzoéico, acido caféico,
acido sinaptico, entre outros, em algumas especiarias, dentre elas, espécies de

Brassica.

Para a identificagdo dos compostos fendlicos presentes na farinha de
sementes de mostarda partiu-se da analise da presenga de acidos fendlicos
através de métodos cromatograficos, como a cromatografia a gas. Trabalhos que
utilizaram cromatografia gasosa, verificaram que os 4cidos fenélicos sao a principal
classe de compostos fendlicos presentes em sementes vegetais (FENTON et al.,
1980; DABRONSKI & SOSUSKI, 1984a, 1984b).

Os fendlicos de menor peso melecular e maior volatilidade, podem ser
separados diretamente por CG, nao sendo necessario um pré-tratamento de
derivacdo da amostra. Contudo, compostos maiores, principalmente os poli-
hidricos, necessitam ser derivados devido a preseng¢a de grupamentos hidroxila que
causam dificuldades na analise — como interagdes com a fase estacionaria da
coluna cromatografica — n&ao permitindo uma boa resolugdo. A derivagdo dos
compostos causa uma diminui¢ao tanto da polaridade, quanto do ponto de ebuligao,

podendo ser diminuida, conseqlientemente, a temperatura de analise.

Varios tipos de derivagao foram propostos para os acidos fendlicos, como a
metilacao, etilagdo e aquilagdo, mas a trimetilsilinizacdo dos acidos fendlicos

apresentou-se como sendo a mais eficiente no processo de derivacdo. TULLBERG
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et al. (1976), mostraram que os fendlicos trimetilsilil-derivados possuem boa
estabilidade na temperatura ambiente, porém se decompdem na presenca de agua.
Ademais, estes derivados praticamente nao sao retidos pelas colunas, aumentando
o potencial de separagao e recuperagao e permitindo assim, analises quantitativas
mais precisas em colunas semipolares comoa DB 5 (J & W®), por nos utilizada para

a separagao dos acidos fendlicos da mostarda.

Muitas substancias podem ser empregadas na silinizagdo de acidos
fendlicos, como o hexametidilsilazano com N ,N-dimetilformamida (1+1), o N,O bis
(trimetilsilil) acetamida (BSA) e o N-trimetilsililimidazol. PRATER et al. (1980),
empregaram o BSA na derivagédo de varios compostos fenoélicos e verificaram que a
reacao de derivacdo foi completada em 15 minutos, a temperatura ambiente, ficando
estaveis por alguns dias nestas condigbes. Em nosso estudo, por exemplo,
utilizamos para silinizagdo dos acidos fenélicos da mostarda o BSA, por nos
fornecer um periodo estavel de sete dias a temperatura ambiente, para as analises

cromatograficas.

Nas fases estacionarias utilizadas na CG, podem ser empregadas colunas
empacotadas ou capilares, contendo desde substéncias apolares, até aquelas com
alto grau de polaridade. Nas colunas apolares, a separagdo é governada pelo
tamanho das moléculas, assim como pelas forcas nao polares existentes entre as
moléculas e a fase estacionaria. J& nas colunas polares e semipolares 0 mais
importante é a interagao existente entre as hidroxilas dos acidos fenédlicos com os
sitios eletronegativos da fase estacionaria. Através do aumento da polaridade da
fase estacionaria ou com o aumento dos grupamentos hidroxila das moléculas, tem-
se um aumento da seletividade, ou seja, uma melhor separacao. Apesar disso, ha
uma maior preferéncia pelo uso de colunas polares ou semipolares para a
separagao de acidos fendlicos, pois o uso de colunas apolares normalmente traz
picos assimétricos ou com grande quantidade de ruidos (TESAROVA &
PACACOVA, 1993). A coluna DB 5, que utilizamos, & uma coluna semipolar,
permitindo uma separacgao dos fendlicos da mostarda como visualizadas nas figuras
6,7 ¢ 8. ’
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As analises de acidos fendlicos por CG apresenta como principal problema a
interferéncia  de acidos graxos de cadeia longa, remanescentes do
desengorduramento das amostras, das quais se originaram os extratos. Os acidos
graxos com 16 e 18 carbonos possuem um tempo de retengao muito proximo ao dos
acidos ferulico e sinaptico, respectivamente. Alguns autores, portanto, sugerem
métodos de purificagado destes fendlicos por cromatografia em camada delgada
como forma de impedir a contaminacao desses acidos graxos, durante a separagao
dos acidos fendlicos (FENTON et al., 1980).

Como o objetivo deste trabalho foi a identificacdo dos principais compostos
responsaveis pela inibicdo da oxidacdo, utilizamos como metodologias para
determinacao de fendlicos em sementes de mostarda, métodos de 6xido redugdo
(Folin-Denis), para a determinagao de fendlicos totais, cromatografia em camada
delgada, para identificacao e purificacdo de bandas com compostos fendlicos e de
cromatografia a gas para separacao, identificacdo e quantificacdo dos principais

fendlicos presentes nas sementes de mostarda.

Para obtencdo dos cromatogramas das fracbes livre, ésteres soluveis de
acidos fendlicos e ligantes insoltuveis de acidos fendlicos da farinha de sementes de
mostarda, como apresentados nas figuras 6, 7 e 8 e na tabela de concentracdo dos
acidos fendlicos identificados, apresentados na tabela 5, foram seguidas as

condi¢cbes cromatograficas descritas no item 4.2.9.

Como pode ser verificado na tabela 5, os &cidos salicilico, trans cindmico, p-
hidroxibenzéico e vanilico, foram identificados e quantificados nas trés fracoes,
livre, ésteres sollveis e ligantes insolluveis de acidos fendlicos da farinha de
sementes de mostarda, perfazendo juntos um percentual de aproximadamente 40%
(40%, 39,7% e 37,4% para as fragdes livre, soluvel e insoltvel, respectivamente). O
acido p-hidroxibenzéico foi o que se apresentou em maior concentracdo (38,6%;
392% e 33,7% para a fragdo livre, sollvel e insoldvel, respectivamente),
confirmando as bandas cromatograficas identificadas na cromatografia em camada
delgada, reveladas pelo sistema ferricianeto de potassio/cloreto férrico, que

reconhece, principalmente, bandas de compostos hidroxi, como o &cido p-
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hidroxibenzéico (SHAHIDI et al., 1994).

Os dados da literatura confirmam a presencga dos acidos p-hidroxibenzéico,
vanilico, gentissico, protocatecuico, siringico, p-cumarico, ferulico e caféico em
espécies de Brassica: B. napus, B. campestris (KRYGIER ef al., 1982). Os dados de
identificacdo dos acidos cis sinaptico, obtidos nesse trabalho, confirmam os da
literatura, onde apresentam-se principalmente, na fracdo esterificada com 37,8%
(FENTON et al., 1978). No entanto, para o acido frans sinaptico verificou-se uma
maior quantidade na fracéo livie com 21.6%. S6 estdo contrarios aos dados de
NACK (1988), onde se apresenta o acido sinaptico como o de maior concentragao
nas espécies de Brassica, sendo que em nossos resultados, pelas condicbes
analisadas, encontramos o acido p-hidroxibenzbéico em valores superiores e

presentes nas trés fragoes.

Tabela 5 - Concentracéo dos acidos fendlicos identificados por cromatografia a gas

COMPOSIGAO (%)

ACIDOS Fragao Livre Fragdo de Fragado de
FENOLICOS Esteres ligantes
Soliiveis insoliveis
Salicilico 0,9+0,3 0,1+ 0,01 23+03
trans cindmico 0,4 +0,02 0,4 +0,03 0,3+0,02
p-hidroxibenzoico 386+25 39,2+37 337+1,5
vanilico 0.1 + 0,01 0,4 + 0,05 1,1+0,1
gentissico - 0,5+0,2 -
quinico 1,0+ 0,0 24+03 -
p-cumarico - - -
ferdlico 38+0,3 0,5+0,2 -
caféico 0,3+0,0 0,4+01 -
Cis sinaptico 6,5+0,2 378+0,6 -
trans ferulico 0,3+01 - -
trans sinaptico 216+0,2 49+01 -
Total de acidos fenolicos identificados (%) 73,5 86,6 37,4
Total de acidos fendlicos nao identificados (%) 26,5 13,4 62,6
Total (%) 100,0 100,0 100,0

NOTA: os valores est&o expressos em médias + desvio padréo
0s valores estdo corrigidos para fatores de resposta especifico para cada 4cido (ver quadro 2)
CONCENTRAGAO: 0,04p.g/mL (AFL); 0,02ug/mL (AFES); 0,008ug/mL (AFEI)
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Objetivando a eliminagcdo dos acidos graxos de cadeia longa (com 16 ou 18
carbonos), que possuem tempo de retencdo muito préximo aos acidos ferulico e
sinaptico e uma melhor separa¢ao e purificacdo dos acidos fendlicos presentes na
farinha de sementes de mostarda, foi realizada cromatografia em camada delgada
com placas preparatérias, para purificacdo de bandas de compostos fendlicos
presentes nas mesmas. A metodologia segue o protocolo descrito no item 4.2.10. e,

os cromatogramas identificados apresentam-se nas figuras 9, 10 e 11 e tabela 6.

Com pode ser verificado na tabela 8, os acidos: salicilico, trans cinémico, p-
hidroxibenzéico, vanilico, p-cumarico, ferdlico, caféico, cis sinaptico, trans sinaptico
e a catequina foram identificados em todas as fragbes purificados pela
cromatografia em camada delgada, onde juntos, perfizeram um percentual de
67,7%, 75,1% e 43,2% para a fracao livre, ésteres sollveis e ligantes insoluveis de
acidos fendlicos da farinha de sementes de mostarda, respectivamente. Os acidos
quinico e p-cumarico foram apenas identificados na fracéo esterificada. A catequina,
segundo a literatura (HO et al, 1992), fez-se presente em espécies de Brassica e
somente apds a purificacdo em cromatografia em camada delgada, foi possivel sua
identificacdo e quantificagao nas fragbes da farinha de semente de mostarda
(Brassica alba), em valores de 6,3%, 11,7% e 2,3% para as fragdes livre, ésteres

sollveis e ligantes insollveis da farinha de semente de mostarda.

Apesar da literatura nao trazer resultados especificos da Brassica alba
(espécie estudada no presente trabalho), houve a comparagdo de nossos
resultados com os da literatura presente, com a confirmag¢do das metodologias
utilizadas. Nenhum dos trabalhos citados, apresentaram a cromatografia em
camada delgada como um método prévio de purificagdo de acidos fendlicos, e neste
ponto nosso trabalho sugere, esse procedimento, como parte do procedimento
experimental para purificacao, identificacao e quantificacdo de acidos fendlicos
(principalmente em componentes alimentares com alto percentual de lipides), como

mostra o esquema mostrado a seguir:
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Extracéo das fragdes livres,
ésteres soluveis e ligantes insoluveis
de acidos fendlicos (item 4.2.7)

!

Purificacdo das fragoes
por cromatografia em camada delgada
em placa preparatoéria (item 4.2.9)

|

Identificagcdo dos acidos fendlicos
das fragdes livre, sollavel e insoltvel
por cromatografia a gas (item 4.2.8)

Tabela 6 - Concentragdo dos éacidos fendlicos identificados nos cromatogramas apds purificacdo

prévia por cromatografia em camada delgada

COMPOSIGAO (%)

AciDos Fragao Livre Fragao de Fragdo de
FENOLICOS Esteres ligantes
Soluveis insoldveis
Salicitico 0,5+ 0,03 0,4 +0,02 0,1+ 0,03
trans cindmico 0,6 + 0,02 1,0+ 0,03 0,5+0,03
p-hidroxibenzoico 483+25 46,7 + 3,2 321+15
vanilico 0,2 + 0,01 0,1 + 0,05 0,1+ 0,01
gentissico - 0,7+0,2 -
quinico - 1,2+0,3 -
p-cUMarico ) 0,5+0,01 0,6 + 0,02 0,3+0,01
fertlico 0.4 + 0,01 0,7 + 0,01 0,3 + 0,01
caféico 0,3 + 0,01 0,9+0,02 0,5+ 0,01
¢is sinaptico 76+0,3 7,1+0,3 50+0,1
trans sinaptico 3,0+0,2 4,0+ 0,1 20+0,5
catequina 6,3+0,5 11,7+ 0,8 23+05
Total de acidos fendlicos identificados (%) 67,7 75,1 43,2
Total de acidos fendlicos ndo identificados (%) 32,3 249 56,8
Total (%) 100,0 100,0 100,0

NOTA: os valores estdo expressos em médias + desvio padréo
os valores estao corrigidos para fatores de resposta especifico para cada acido (ver quadro 2)
CONCENTRACAOQO: 0,04ug/mb (AFL); 0,02:g/mL (afes); 0,008pg/mL (AFE!)
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Figura 6 - Cromatograma da fracgéo livre da farinha de sementes de mostarda. Acidos: (1) salicilico;
(2) trans cindmico; (3) p-hidroxibenzéico; (4) vanilico; (5) quinico; (6) ferulico; (7) caféico;

(8) cis sinaptico; (9) trans fertlico; (10) trans sinaptico.
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Figura 7 - Cromatograma da fragdo de ésteres solliveis da farinha de sementes de mostarda.
Acidos: (1) salicilico; (2) trans cinamico; (3) p-hidroxibenzéico; (4) vanilico; (5) quinico; (6)
gentissico; (7) p-cumarico; (8) fertlico; (9) caféico; (10) cis sinaptico; (11) trans sinaptico.



RESULTADOS E DISCUSSAO 7

—

: e L B S e S R B S S S S N S B B A B S B R R SN N LS SR R
200 400 600 800 1000 1200 1400 16.00 1800 2000 2200 2400 26.00 2800 3000

Figura 8 - Cromatograma da fragio de ligantes insoluveis da farinha de sementes de mostarda.

Acidos: (1) salicilico; (2) trans cinamico; (3) p-hidroxibenzoéico; (4) vanilico.
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Figura 9 - Cromatograma da fragio livre da farinha de semente de mostarda, purfificada por
cromatografia em camada delgada. Acidos: (1) salicilico; (2) frans cindmico; (3) p-
hidroxibenzoico;  (4) vanilico; (5) p-cumarico; () ferulico; (7) caféico; (8) cis sinaptico;

(9) frans sinaptico; (10) catequina.
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Figura 10 - Cromatograma da fragdo de ésteres solliveis da farinha de sementes de mostarda,
purificada por cromatografia em camada delgada. Acidos: (1) salicilico; (2) frans
cindmico; (3) p-hidroxibenzoéico; (4) vanilico; (5) gentissico; (6) quinico; (7) p-cumaérico;
(8) ferulico; (9) caféico; (10) cis sindptico; (11) frans sinaptico (12) catequina.
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Figura 11 - Cromatograma da fragdo de ligantes insoluveis da farinha de sementes de mostarda,
purificados por cromatografia em camada deigada. Acidos: (1) salicilico; (2) trans
cindmico; (3) p-hidroxibenzéico; (4) vanilico; (5) p-cumarico; (6) ferdlico; (7) caféico; (8)
cis sinaptico; (9) trans sinaptico (10) catequina.
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5.6- Atividade antioxidante no sistema B-caroteno/acido linoléico

O consumo de lipides na alimentacao humana é relativamente elevado, pois
atinge, em algumas regides, até 45% do total das calorias ingeridas. Devido a ampla
complexidade dos lipides, os mesmos estdo sujeitos a uma série de reagdes que
podem levar a alteragbes estruturais, causados por processos oxidativos, com

comprometimento do seu valor nutricional (NAWAR, 1996).

Nosso trabalho apresenta resultados de atividade antioxidante de extratos e
fragbes de fenodlicos de sementes de mostarda(Brassica alba), suportando possiveis
aplicacbes em estudos ex vivo e in vivo dos extratos e compostos fendlicos

identificados e purificados da farinha de semente de mostarda (Brassica alba).

Os resultados da atividade antioxidante das sementes de mostarda estado
apresentados nas tabelas 7, 8, 9 e 10 e nos graficos 1, 2, 3, 4, 5 e 6. Tais
resultados foram expressos de acordo com a porcentagem de inibicdo da oxidagéo

no sistema B-caroteno/acido linoléico, em relacéo a concentragao desses extratos.

Como podemos observar na tabela 7 o extrato aquoso foi o que demonstrou
possuir a maior percentagem de inibicdo da oxidagdo, 68,2%, apresentando-se
significativamente maior do que os extratos etéreo e alcodlico com percentagens de
40,8% e 16,2%, respectivamente, em relagéao ao 100% de oxidagéo do controle sem
antioxidantes. Por outro lado, comparando com os dados de inibicdo da oxidag&o
com o antioxidante sintético BHT, os valores de todos os extratos apresentaram-se
inferiores, com média de 20% a menos da inibicdo da oxidagdo. No entando,
comparando os valores do BHT, nos meios soluveis em éter etilico, alcool etilico e
agua, foi observado que o BHT possui melhor atividade antioxidante, quando
solubilizado em éter etilico ou agua, com porcentagens de inibicdo de 83,6% e
85,2%, respectivamente, em relagdo a 100% de oxidagdo do controle. A menor
atividade foi observada quando o BHT foi solubilizado em alcool etilico,
apresentando apenas 60,4% de inibicdo da oxidagdo, em relacdo a 100% de

oxidacao do controle sem antioxidantes.
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Tabela 7 - Porcentagem de inibi¢do da oxidagdo dos exiratos etéreo, alcodlico e aquoso da farinha

de sementes de mostarda

PORCENTAGEM DE INIBIGAO DA OXIDAGAO DA MOSTARDA (B. alba)
EXTRATOS mostarda BHT 50 ppm mostarda mostarda BHT 100 ppm mostarda

50 ppm 25 ppm + 100 ppm 50 ppm +

BHT 25 ppm BHT 50ppm
Etéreo 40,8 86,6 50,8 52,0 85,0 70,7
+0,7 +0.6 +0,6 +1,2 +0,8 +0,4
Alcoodlico 16,2 64,4 36, 8 31,8 68,8 62,6
+0,3 +0,6 +0,2 17 +0,8 +0,4
Aquoso 68,1 85,2 80,6 71,4 87,5 86,6
+0,4 +0,6 +0,4 +1,0 +0,8 +0,5

NOTA: os valores estdo expressos em médias + desvio padr&o

% de inibigao
da oxidagao

mostarda BHT 50 mostarda mostarda BHT 100  mostarda
50 ppm ppm 25ppm+ 100 ppm ppm 50 ppm +

BHT 25 BHT
ppm 50ppm
*p<0,001 m Etéreo @ Alcodlico [ Aquoso

Grifico 1 - Inibigdo da oxidacao dos extratos etéreo, alcodlico e aquoso da farinha de sementes de

mostarda

Os resultados de inibicdo da oxidagao dos extratos e fragées de acidos

fendlicos da farinha de sementes de mostarda, foram todos correlacionados com os
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dados de inibicdo da oxidagdo do antioxidante sintético BHT, devido ao fato deste
antioxidante ter apresentado uma  porcentagem de inibicdo da oxidagao,
significativamente (p < 0,001), superior aos outros sintéticos, como o BHA e o propil
galato, resultado que pode ser visualisado no grafico 2 e tabela 8. Como podemos
observar, na tabela 8, o BHT apresentou resultados de inibicdo da oxidagdo
superiores ao BHA e ao propil galato nas duas concentragdes do estudo: 1 mM e 2
mM quando solubilizado em éter etilico e dgua. Contudo, quando solubilizado em
alcool etilico apresentou porcentagem de inibicdo superior ao propil galato e
equivalente ao BHA com média de 70% em relagdo a 100% de oxidacao do controle

sem antioxidante.

Tabela 8 - Porcentagem de inibigdo da oxidagdo dos antioxidantes sintéticos: BHT, BHA e propil

galato
SOLVENTE BHT 1mM BHA 1mM PG 1mM BHT 2 mM BHA 2 mM PG 2 mM
ETER 83,6 65,5 61,6 85,2 68,8 63,1
ALcooL 60,4 70,8 34,3 68.8 70.8 36,6
AGUA 85,2 77,0 55,5 87,5 80,3 557

250-
200

% de inibigio 190

da oxidagao 100
50-
0 -8 :
BHT BHT BHA BHA PG PG
1TmM 2mM 1mM Z2mM 1mM 2mM
p < 0,001

BETER B ALCOOL OAGUA

Grifico 2 - Inibigdo da oxidagdo dos antioxidantes sintéticos: BHT, BHA e propil galato em diferentes

meios de solubilizagao
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A atividade antioxidante ou prooxidante de fendlicos é dependente dos
seguintes fatores: potencial de reducao de metais, poder de quelagdo, pH e
caracteristicas de solubilidade (MORGAN et al., 1997).

Em uma série de trabalhos de laboratério (FRANKEL ef al., 1994; HOPIA et
al., 1996; HUANG et al., 1997), as propriedades antioxidantes dos fendlicos tém
também mostrado serem dependentes das suas caracteristicas de solubilidade.
PORTER et al. (1993) primeiro descreveu o “paradoxo antioxidante” como um
fendmeno no qual, sequestradores de radicais livres (FRS) hidrofilicos, foram
antioxidantes mais efetivos do que FRS hidrofébicos em emulsdes de 6leo; onde os
FRS hidrofébicos foram mais efetivos em é6leos emulsionados. Estes achados foram
atribuidos para a capacidade de FRS hidrofilicos nos concentrados de interface
6leo-agua em sistemas lipidicos, serem mais efetivos e, por sua vez, a capacidade
de FRS hidrofébicos inibir a oxidagcdo em concentrados na fase lipidica das
emulsdes. Os fendlicos hidrofilicos, como o Trolox® e acido galico, sdo melhores
antioxidantes em sistemas de 6leo do que seus homoélogos hidrofébicos, a-tocoferol
e propil galato, por agirem melhor na interface 6leo-agua. Em 6leo emulsionado, o
oposto é verdadeiro, com a-tocoferol sendo mais efetivo do que Trolox, e metil
carnosato e carnosol sendo mais efetivo do que seus homélogos hidrofilicos, acido
carnésico. Em sistemas de emulsées lipidicas, os FRS fendlicos equilibrados em
agua, emulsificidade (Tween 20°®), micelas e fase lipidicas, a hidrofolicidade do
fendlico aumenta, como conseqiiéncia a inibicdo da oxidacgao lipidica. (SAIJA et al,
1995).

Estes resultados ajudaram a esclarecer os resultados dos extratos da
mostarda, onde o extrato aquoso mostrou uma atividade significativamente maior
em relacdo aos demais extratos (p<0,001). No processo de extracdo sequencial, o
extrato aquoso apresenta, teoricamente, fendlicos de carater hidrofilico, onde na
pratica confirmamos este resultado, em que o mesmo apresentou-se quase 30%
mais efetivo na inibicdo da oxidacdo do que os extratos alcodlico e etéreo. Esses

resultados apresentam-se na tabela 7 e grafico 1.
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Apds a identificagéo do extrato com maior atividade antioxidante e visando a
caracterizacdo dos compostos fendlicos devido ao elevado potencial antioxidante
apresentado, foi realizado um fracionamento da farinha de sementes de mostarda
para obteng¢ao das fragdes livre, ésteres sollveis e ligantes insollveis de acidos
fendlicos, de acordo com o esquema proposto por KRYGIER e SOLSUSKI (1984)
apresentado no item 4.2.8.2. As fracdes obtidas, além de utilizadas para purificagédo
de bandas de compostos fendlicos por cromatografia em camada delgada e
identificacdo destes compostos fendlicos por cromatografia a gas, foram submetidas
ao sistema B-caroteno-acido lindléico para verificacdo do potencial de inibigdo da

oxidacao destas fragdes.

Observamos que a fragao livre apresentou 81,3% de inibigdo da oxidacao,
com uma diferenca significativa, apresentando-se 15% de inibicao da oxidagao
superior as outras fragbes soltvel e insoltvel, que apresentaram 67,9% e 65,7% de
inbicao da oxidacao, em relagdo a 100% de oxidacao do controle sem antioxidante,

respectivamente. Tais resultados apresentam-se na tabela 9 e grafico 3.

Tabela 9 - Porcentagem de inibicdo da oxidacdo das fragdes livre, ésteres sollveis e ligantes

insoliveis de acidos fendlicos da farinha de sementes de mostarda

PORCENTAGEM DE INIBICAO DA OXIDACAO DAS FRAGCOES DE ACIDOS
FENOLICOS DA FARINHA DE SEMENTES DE MOSTARDA (Brassica alba)

FRAGOES mostarda BHT mostarda BHT
50 ppm 50 ppm 100 ppm 100 ppm

LIVRE 81,3+ 66,2 84,6 72,4

1,18 +2,1 +1,55 +1,.2
ESTERES 67,9+ 66,2 75,5 72,4
SOLUVEIS 0,75 +2,1 +2,99 +1,2
LIGANTES 65,7 + 66,2 77,0 72,4
INSOLUVIES 2,13 +21 +2,79 +1,2

NOTA: os valores estdo expressos em médias + desvio padrdo
BHT - solubilizado no mesmo solvente das fragdes: THF (tetrahidrofurano).
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Grafico 3 - Inibigdo da oxidagdo das fraghes livres, ésteres sollveis e ligantes insolGveis de acidos
fendlicos da farinha de sementes de mostarda.

Apés realizagado dos ensaios de atividade antioxidante, foi verificado que a
fracao livre apresentou o maior pontencial antioxidante e por isso, resolveu-se
realizar o mesmo ensaio (seguindo o protocolo do item 4.2.10.) com diferentes
volumes de 0,002 mL até 0,1 mL para realizagao de uma curva de dispersao e
calculo da equacao da reta, com o objetivo de encontrar a concentragao
responsavel por 80% de protegao (porcentagem maxima de inibi¢ao da oxidagao da
fracao livre de acidos fenodlicos da farinha de semente de mostarda).

Em uma quantidade de aproximadamente 0,05 mL, a fragao livre apresentou
uma concentragao de 1,11 ug/ml, responsavel por uma percentagem de protecao de
80%. Apods esta concentracdo, como observado graficamente, a curva torna-se
constante, ou seja, a curva é ascendente até uma quantidade de extrato em torno
de 0,05 mL; acima desta quantidade a curva tende a ficar assintética, sugerindo
este volume de extrato, da fracao livre de acidos fendlicos da farinha de semente de
mostarda, como tomada inicial, para realizagdes de futuros protocolos experimentais

ex vivo e in vivo de aplicagao dessas substancias em estudo.
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Grafico 4 - Efeifo da concentracdo dos acidos fenodlicos da fragdo livre no processo de inibicdo da

oxidacao

O experimento ilustrado no grafico 2 permitiu apenas, identificar a atividade
antioxidante no seu aspecto total e quantitativo, frente ao antioxidante sintético nas
concentragdes de S0 ppm e 100 ppm. Portanto, devido ao elevado potencial
antioxidante destas fragbes (livre, soluvel e insoltuvel), nos propusemos a verificar,
qual a concentracao minima destas fragcbes com elevado potencial antioxidante
similar ao BHT, ao antioxidante natural a-tocoferol e a uma mistura de padrdes de

acidos fenolicos.

Tabela 10 - Atividade antioxidante das fragoes livre, solivel e insolivel da farinha de sementes de
mostarda, em comparagao ao antioxidante sintético BHT, a-tocoferol e a uma mistura
de padrdes de acidos fendlicos em diferentes concentracées

Concentragdo em ppm

5 10 25 50 100 200
a-tocoferol 50,3 58 .0 70,0 796 67,3 306
BHT 40,6 45 .0 60,2 684 604 400
Mistura de padrbes de fendlicos* 42,9 43,0 44,0 450 41,0 350
AFL mostarda 55,0 60,0 73,1 81,3 846 502
AFES mostarda 43,7 486 52,65 679 754 355
AFE| mostarda 35,5 53,5 61,6 657 77,0 837

* acidos: trans cinamico, p-hidroxibenzéico, vanilico, gentissico, protocatecuico,

quinico, cumaérico, galico, sindptico, catquinico e cloragénico.
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% de Inlblgdo da oxidagao
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Grafico 5 - Atividade antioxidante das fragbes livre, soluvel e insoltivel em comparagao a mistura de

padrées de acidos fendlicos, BHT e a-tocoferol em diferentes concentragdes.

O grafico 5, obtido pelos dados da tabela 10, apresenta o comportamento das
fragoes livre, ésteres sollveis e ligantes insollUveis de acidos fendlicos da farinha de
sementes de mostarda, frente a concentragoes de 5 a 200 ppm. Os resultados do
comportamento das fragées foram comparados ao antioxidante sintético BHT, a
uma mistura de acidos fenodlicos e a um outro antioxidante natural o o-tocoferol.
Nesta figura pode-se verificar que, a partir da concentracdo de 5 ppm até 50 ppm,
todas as fragées, mistura de padrées, BHT e a-tocoferol aumentaram linearmente o
seus percentuais de inibicdo da oxidacdo em relagdao a 100% de oxidagao do
controle sem antioxidantes. Acima da concentracdo de 50 ppm porém, todos os
componentes do grafico, tiveram comportamentos distintos: a mistura de padroes
que mostrou-se estavel, mantendo seu potencial de inibicdo da oxidagdo em torno
de 40%. Por outro lado, o a-tocoferol, BHT e as fracdes livre e solivel da mostarda
apresentaram quedas significativas (p < 0,05) no seus potenciais de inibicdo da

oxidagdao, em relagdo a 100% de oxidagao do controle sem antioxidantes.
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Entretanto, este efeito ndo foi observado pela fragdo insolivel, que mesmo a uma

concentrag¢ao de 200 ppm nao diminuiu seu potencial de inibicado da oxidagéo.

Deve-se destacar que todos os ensaios cinéticos da determinagao da inibi¢ao
da oxidagao foram acompanhados de uma mistura de padrées de acidos fendlicos,
ja identificados e caracterizados (Sigma®), que apresentaram baixa atividade
antioxidante, porém estavel. Observou-se que neste sistema, o a-tocoferol
apresentou uma atividade antioxidante superior ao BHT e quase equivalente a
fracdo livre (maior percentagem de inibicado da oxidagado no sistema). Esperava-se
que, sendo o «-tocoferol um antioxidante hidrofébico, fossem obtidos valores
inferiores a todos os demais, visto que, através de dados da literatura (SAIJA et al.,
1995), que o carater de solubilidade de antioxidantes & um fator importante de sua

atividade antioxidante em meios aquosos ou com emulsificantes.

Estes resultados sugerem wuma concentragdo para os protocolos
experimentais nao superior a 50 ppm, confirmando o conceito de antioxidante como
sendo “aquela substancia, que, em concentragées minimas sao capazes de inibir ou

retardar processos de oxidativos”.

Frente aos acidos fendlicos presentes na farinha de sementes de mostarda,
como identificados nas figuras 6, 7, 8, 9, 10 e 11, como sendo responsaveis pela
atividade antioxidante das fracdes livre, solivel e insoluvel da farinha de sementes
de mostarda, foi realizado, individualmente, a determinacdo da atividade
antioxidante de alguns fendlicos identificados nas fracbes da mostarda (item

4.2.11). Estes resultados apresentam-se na tabela 11 e grafico 6.

Tabela 11 - Inibigdo da oxidagdo de alguns acidos fendlicos presentes na farinha de sementes de
mostarda no sistema B-caroteno/acido linoléico

ACIDOS
quinico caféico fertlico p-hidroxibenzéico sindptico catequina trans-cinamico

Extrato etéreo 1mM 28,15 36,45 33,45 15,25 37,3 1,15 7,0
Extrato etéreo 2mMm 40,2 543 68,8 45,05 39,15 7,65 13,15
Extrato alcodlico 1TmM | 33,55 32,35 21,05 8,45 247 6,3 12,95
Extrato alcodlico 2mM 37,85 33,15 33,25 10,05 28,5 8,2 12,85
Extrato aquoso 1mM 66,45. 34,25 17,35 7.8 19,85 3,85 4,25
Extrato aquoso 2mM 69,15 53,15 17,95 13,55 21,3 221 9,95
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Gréfico 6 - Atividade antioxidante de alguns acidos fenolicos presentes na farinha de sementes de
mostarda

Como pode ser observado, todos os acido fendlicos presentes (com exceg¢ao
da catequina, do acido quinico e caféico), apresentaram maior potencial de inibigao
da oxida¢ao quando solubilizados em éter etilico a uma concentragao de 2 mM. Por
outro lado os acidos quinico e caféico e a catequina apresentaram um percentual de
inibicdo da oxidacdo quando solubilizados em agua, que confirmam dados de
literatura, em relagao a solubilidade destes acidos (SAWA et al, 1995). A presenga
destes acidos, principalmente do acido p-hidroxibenzdico, confere a farinha de
sementes de mostarda a sua estabilidade no processo de inibigado da oxidagao em

diferentes meios de polaridade (grafico 6).

Visando um melhor esclarecimento do mecanismo de acdo antioxidante dos
acidos fendlicos presentes na farinha de sementes da mostarda, foram construidas

as curvas cinéticas da inibigdo da oxidacdo no sistema (-caroteno/acido linoléico
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pelos extratos etéreo, alcoédlico e aquoso da farinha de semente de mostarda, como
também, das fragdes livre, soluvel e insolivel de acidos fendlicos em comparagao
ao antioxidante sintético BHT, ao antioxidante natural o-tocoferol e a mistura de

padrées de acidos fendlicos.

Foi avaliada a atividade antioxidante dos extratos etéreo, alcodlico e aquoso
da mostarda (Brassica alba, L.) em 120 minutos no sistema pB-caroteno/acido
linoléico, frente ao antioxidante sintético BHT, em concentragdes de 50 ppm e 100
ppm, seguindo o procedimento descrito em 4.2.11. E os calculos das tangentes

obtidas dos graficos, foram obtidos como descrito no item 4.2.11.

Nos graficos 7, 8 e 9 estdo representadas as curvas cinéticas da atividade
antioxidante dos extratos etéreo, alcodlico e aquoso da farinha de sementes de
mostarda; e, no grafico 10 a curva cinética da atividade antioxidante de suas
fracbes de acidos fendlicos em comparagdo ao antioxidante sintético BHT, o
antioxidante natural a-tocoferol e a mistura de padroes de acidos fendlicos. Os
resultados sédo expressos de acordo com a percentagem de inibicao da oxidagao do
sistema B-caroteno/acido linoléico em relagdo a concentragdo dos mesmos em

100% de oxidagéo do controle sem antioxidante.
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Gréfico 7 - Atividade antioxidante do extrato etéreo da farinha de sementes de mostarda
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Grafico 8 - Atividade antioxidante do extrato alcodlico da farinha de sementes de mostarda
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Gréfico 9 - Atividade antioxidante do extrato aquoso da farinha de sementes de mostarda

Observamos que o extrato etéreo, em uma concentragcdo de 50 ppm,
apresentou leituras Opticas proporcionais ao antioxidante sintético BHT, as
concentragées de 50 ppm e 100 ppm. Por outro lado, o extrato etéreo em
concentragcao de 100 ppm apresentou leituras semelhantes, mesmo associado com
o antioxidante sintético BHT nas mesmas concentra¢ées, ndo confirmando um efeito
sinergista deste extrato (etéreo) a 100 ppm com o antioxidante sintético BHT (50
ppm do extrato + 50 ppm do BHT). Resultado oposto desse extrato, foi observado
em uma concentragdo de 50 ppm, onde ocorreu um aumento da prote¢do em
relagdo ao tempo quando associado com o BHT (25 ppm do extrato + 25 ppm do
BHT) (Grafico 7).

Ja no extrato alcodlico da mostarda observamos uma atividade antioxidante
em relagao ao tempo, proporcional ao BHT quando associados ao mesmo
antioxidante sintético, nas mesmas concentra¢des dos extratos de 50 ppm e 100
ppm, sem esta associagdo, a prote¢do, observada pelo grafico da absorbancia,

diminui proporcionalmente ao tempo (Grafico 8).
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No extrato aquoso, as concentracbes de 50 ppm e 100 ppm néao
apresentaram muita diferenca nas leituras na absorbancia a 470 nm. Quando
associados com o BHT nas mesmas concentragdes, observou-se uma estabilidade
na protegao a partir dos 30 minutos de analises, indicando um bom efeito sinergista
desse extrato quando associado ao antioxidante sintético BHT. E importante
salientar, a caracteristica de solubilidade dos fenédlicos presentes neste extrato,
onde ja vimos que o carater hidrofilico de tais substancias melhora

significativamente a resposta a oxidagao (Grafico 9).

Absorbéanclaa 470 nm
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—+— AFH mostarda

« dcidos: trans cindmico, p-hidraxibenzéico, vanilico,
gentissico, protocatecuico,

quinico, cumarico, galico, sinaptico, calquinico e
clorogénico.

Grafico 10 - Atividade antioxidante das fragdes livre, sollivel e insolivel da farinha de sementes de
mostarda em comparagdo com a mistura de padroes de acidos fendlicos, BHT e o
antioxidante natural a-tocoferol, em uma concentragdo de 5§ ppm.
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Grafico 11 - Atividade antioxidante das fragdes livre, sollvel e insollvel da farinha de sementes de
mostarda em comparagdo com a mistura de padrbes de &cidos fendlicos, BHT e o
antioxidante natural a-tocoferol, em uma concentragdo de 10 ppm.
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Grafico 12 - Atividade antioxidante das fragGes livre, solGvel e insolivel da farinha de sementes de
mostarda em comparagdo com a mistura de padroes de acidos fendlicos, BHT e o
antioxidante natural a-tocoferol, em uma concentragio de 25 ppm.
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Grafico 13 - Atividade antioxidante das fragoes livre, soluvel e insoluvel da farinha de sementes de
mostarda em comparagdo com a mistura de padrdes de acidos fendlicos, BHT e o
antioxidante natural a-tocoferol, em uma concentra¢do de 50 ppm.
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Grafico 14 -

Atividade antioxidante das fragtes livre, solUvel e insollvel da farinha de sementes de
mostarda em comparagdo com a mistura de padrées de acidos fenolicos, BHT e o
antioxidante natural a-tocoferol, em uma concentragao de 100 ppm.
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Grafico 15 - Atividade antioxidante das fracdes livre, solivel e insolivel da farinha de semente de
mostarda em comparagdo com a mistura de padrées de Acidos fendlicos, BHT e o
antioxidante natural a-tocoferol, em uma concentragéo de 200 ppm.

Como ja discutido anteriormente, pode-se observar que com o aumento da
concentragdo das fragdes livre, soluvel e insolavel, como também, a mistura de
padroes de acidos fendlicos, BHT e o-tocoferol, ha um aumento da atividade
antioxidante desses componentes até a concentragdo de 50 ppm. A partir desta
concentra¢ao, observou-se comportamentos diferenciados para cada componente,
em alguns, influenciado pela concentracao, foi observado agao prooxidante, como
ja discutido no item 5.6. e visualizados nos graficos de 10, 11, 12, 13, 14 e 15.
Através desses resultados, quando correlacionados com a concentragao, também
foi possivel elaborar as tabelas 12 e 13, onde encontram-se os fatores calculados a
partir das tangentes das curvas cinéticas. De acordo com YANISHLIEVA &
MARINOVA (1995), o fator F, representa a efetividade do antioxidante em bloquear
as reagbées em cadeia ocasionadas pelos radicais peroxido, enquanto o F;
representa a possibilidade do antioxidante participar de outras reagdes, tais como:
decomposi¢ao dos hidroperéxidos com oxigénio formando espéceis radicalares, que
aceleram o processo oxidativo do sistema. Nesse caso, se o0 valor da razao entre as
tangentes das curvas do extrato e do controle forem maior que 1, entdo ha uma
atividade pré-oxidante, dada pela participagdo da substancia antioxidante em

reacbées como:
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ROO"+ AH ROOH + A
A+ 0O, A + HOy
AH+ O, A +HOy

A +ROOH AH + ROO
A+RH AH+R

AH= Composto antioxidante
ROO= Radical peréxido
ROOH = hidroperéxido

Tabela 12 - Parametros cinéticos caracterizando a inibigdo da oxidagdo do sistema B-caroteno/acido

linoléico pelos extratos da farinha de semente de mostarda.

Concentragio
50 ppm 100 ppm
Componentes Fi F> Fi Fa
Extrato etéreo 0,8 0,3 1,0 1,0
Extrato alcodlico 0,3 0,3 0,3 0,3
Extrato aquoso 0,4 1,0 0,1 1,0
BHT (étéreo) 0,2 0,1 0,2 0,1
BHT (alcodlico) 0,16 0,03 0,16 0.03
BHT (aquoso) 0,3 0.1 0,1 0,1
Extrato etéreo + BHT(etéreo) 0,3 0,1 0,6 0,1
Extrato alcodlico + BHT(alcdlico) 0,16 0,03 0,16 0,03
Extrato aquoso + BHT(aquoso) 0,1 0,1 0,1 0,1

Como foi possivel verificar em todos os extratos da farinha de sementes de

mostarda, as duas concentracdes estudadas (50 e 100 ppm), apresentaram valores

de F, préximos aos obtidos com o BHT, demostrando que esse extrato possui a

efetividade de bloquear reagbes em cadeia, semelhante a apresentada pelo

antioxidante sintético. Esta proximidade aumenta, quando os mesmos estdo

associados ao BHT, apontando, desse modo, relagées sinergistas destes extratos

com o BHT. O mesmo foi observado para os valores de F,, confirmando a acgéo

antioxidante desses extratos.

»

Tabela 13 - Parametros cinéticos caracterizando a inibicdo da oxidagdo do sistema -caroteno/acido
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linoléico pelas fragdes de acidos fendlicos da farinha de semente de mostarda.

Concentracdo

5 ppm 10 ppm 25 ppm 50 ppm 100 ppm 200 ppm
COMPONENTES Fi R Fi F Fi R Fi F F, F; Fi R
a-tocoferol 03 01 03 04 02 04 |03 03 07 15 | 13 15
BHT 1,0 04 06 04 03 04 | 03 01 07 01 | 03 02
Mistura de padroes de fendlicos 0,7 03 06 04 03 04 07 1.0 07 03 [ 06 05
Fragao livre de acidos fendlicos 03 02 03 1,0 03 01 03 01 07 02 03 05
Fragao de ésteres soltiveis de Acidos fendlicos 07 04 06 04 07 03 | 03 02 03 01 03 0,1
Fragdo de ligantes insolveis de acidos fendlicos 0,7 04 06 03 03 03 03 03 03 01 02 02

Ja com relagdo as fragcdées de acidos fendlicos, os valores de F; e F;
encontrados, demonstraram elevada capacidade de inibir a oxidacdo no sistema
utilizado até a concentracdo de 50 ppm sendo estes valores equivalentes ao
antioxidante sintético BHT. No entanto a partir dessa concentragcéao, observou-se
acao pro-oxidante de alguns componentes, como o antioxidante natural a-tocoferol.
Todas as fracbes apresentaram valores de F; e F, inferiores a 1 (hum) e a

estabilidade da oxidagao na concentracao de 50 ppm.

5.7 - Atividade antioxidante das fracdes de acidos fendlicos e seus

acidos isolados em sistemas lipidicos

Tendo em vista a efetividade das fragdes de acidos fendlicos da mostarda na
inibicdo da oxidacdo no sistema pB-caroteno/acido linoléico e buscando uma
provavel aplicacdo em alimentos, foi realizada atividade antioxidante das fragoes

em sistemas lipidicos como descrito no item 4.2.13.

Para tanto, foi utilizado 6leo de soja sem antioxidantes (Cargil Agricola S/A,
que foi submetido a testes de estabilidade pelo teste de Schaal e pelo método do
oxigénio ativo, empregando-se as seguintes analises: indice de peréxidos, presenca

de substancias reativas ao acido tiobarbiturico e formagao de dienos conjugados.

Os resultados obtidos estédo representados nos graficos 16 e 17 e tabelas 14
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e 15, onde houve monitoramento da oxidagcédo pelo indice de perdxidos, nos dois

sistemas util

izados: teste de Schall e oxigénio ativo, respectivamente.
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Grafico 16 - Atividade antioxidante das fracGes de acidos fendlicos da farinha de sementes de

Grafico 17 -

Pode

mostarda e de seus acidos identificados idividualmente, pela medida do indice de
peréxidos nas amostras de 6leo de soja submetidas a oxidacdo pelo teste de Schaal.

indice de peréxidos (meq/Kg)

Tempo (horas)

—e—controle —m—AFL AFES —¢—AFB —e—BHT

Atividade antioxidante das fragées de acidos fenélicos da farinha de sementes de
mostarda pela medida do indice de peroxidos nas amostras de dleo de soja medido

pelo método do oxigénio ativo.

N

-se observar, no grafico 16, que o 6leo de soja sem a presenga de
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antioxidantes apresentou um ritmo de oxidacdo mais elevado, mostrando que todas
as fragdes de acidos fendlicos da farinha de sementes de mostarda, assim como os
seus acidos fendlicos identificados isoladamente, possuem atividade antioxidante.
Contudo, a fragéo livre mostrou uma atividade maior que do que as outras, inclusive
maior do que a dos acidos fenoélicos separadamente e do BHT. Dos acidos fenélicos
testados, o &cido p-hidroxibenzéico, foi 0 que se solubilizou melhor no sistema, com
uma curva préxima da fracdo insolivel e, portanto, apresentando uma melhor
eficiéncia na inibicdo da oxidacdo. Apesar da maior efetividade da fracéo livre, no
sistema testado, todos os componentes do grafico apresentaram o mesmo
comportamento na formacao de peréxidos, que deu-se acima de oito horas. As

diferengas nos valores podem ser observadas na tabela 14.

Tabela 14 - Valores dos indices de perdxidos, medidos pelo teste de Schall, da farinha de sementes

de mostarda

indice de peréxidos {meq/kg)

Oh 2h 8h 20 h 28 h 36h 52h 80 h
Controle 5,0 6,0 25,0 90,0 1200 150,0 200,0 400,0
AFL 5,0 5,0 5,0 30,1 30,1 30,1 70,3 200,0
AFES 5,0 5,0 7,5 25,1 50,2 50,2 80,8 2457
AFEI 5,0 5,0 50 30,1 75,2 752 1055 310,0
BHT 50 5,0 5,0 26,0 60,0 650 95,3  300,0
Acido ferulico 5,0 5,0 10,0 451 70,2 70,2 1454 2758
Acido sinaptico 5,0 50 12,5 50,2 75,2 755 1229 2808
Acido cinamico 5,0 5,0 12,5 60,2 75,2 752 1479 3109
Acido caféico 5,0 5,0 15,0 401 85,3 85,3 110,3 2558
Acido p-hidroxibenzaico 5,0 5,0 5,0 30,1 60,2 60,2 90,0 2000
Quercetina 5,0 5,0 15,0 351 95,3 95,3 1354 2859
Catequina 5,0 5,0 15,0 351 75,2 75,2 1454 3059

Ja no método do oxigénio ativo, em condi¢cdes oxidativas mais efetivas

(temperatura maior) em menor tempo, observa-se um comportamento semelhante
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na curva de peroxidos fomada pelo teste de Shaal, na qual as fragbes livre e

insoluvel, mostraram-se as mais efetivas no sistema (grafico 17 e tabela 15).

Tabela 15 - Valores dos indices de perdxidos, medidos pelo método do oxigénio ativo, da farinha de
sementes de mostarda.

indice de peroxidos
Oh 2h 4h 6 h 8h 10 h
Controle 2,5 5,0 7.5 10,0 20,1 40,1
AFL 2,5 50 5,0 5,0 10,0 20,1
AFES 2,5 5,0 5,0 5,0 13,4 25,1
AFEI 2,5 2,5 50 7.5 10,0 15,0
BHT 2,5 5,0 5,0 7,5 13,4 251

Estes dados estao de acordo com os da atividade antioxidante em sistema p-
caroteno/acido linoléico, onde as fragbes apresentaram-se mais efetivas, quando
comparadas com outras substancias antioxidantes (ver grafico 5 e grafico 10 - item
5.6).

Assim como observado para a curva de peréxidos, as curvas formadas pelas
substancias reativas ao acido tiobarbitirico — ilustradas nos gréaficos 18 e 19 e
tabelas 16 e 17, nos dois sistemas testados — acompanharam a formagao de
peréxidos e confirmam os resultados destes componentes como antioxidantes

estaveis e efetivos em alimentos.
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Gréfico 18 - Atividade antioxidante das fragbes de acidos fendlicos da farinha de sementes de
mostarda e de seus acidos identificados isolamente, pela presenga de substancias
reativas ao acido tiobarbittrico nas amostras de éleo de soja submetidas a oxidacdo
pelo teste de Schaal.
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Grafico 19 - Atividade antioxidante das fragoes de acidos fendlicos da farinha de sementes de
mostarda, pela presenga de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico nas amostras
de 6leo de soja submetidas a oxidagdo pelo método do oxigénio ativo.



RESULTADOS E DISCUSSAO 99

Tabela 16 - Valores das absorbancias das substancias reativas ao acido tiobarbitlrico, medidas pelo
teste de Schal, da farinha de sementes de mostarda

Absorbancias 530 nm

Oh 2h 8h 20 h 28 h 36 h 52h 80 h
Controle 0,008 0,010 0,034 0,081 0,110 0,150 0,510 0,600
AFL 0,000 0,002 0,014 0,024 0,040 0,060 0,350 0,390
AFES 0,000 0,002 0,014 0,034 0,051 0,065 0,390 0,430
AFEI 0,006 0,002 0,015 0,054 0,070 0,090 0,430 0,500
BHT 0,000 0,001 0,001 0,050 0,08 0,100 0410 0,495
Acido fertlico 0,002 0,015 0,015 0,045 0,065 0,090 0,430 0,500
Acido sinaptico 0,003 0,008 0,020 0,030 0,050 0,085 0,420 0,450
Acido cinamico 0,004 0008 0,022 0,045 0,057 0,065 0,415 0,420
Acido caféico 0,006 0,10 0,021 0,042 0,070 0,074 0,400 0,430
Acido p-hidroxibenzoico 0,000 0,012 0,015 0,025 0,035 0,050 0,360 0,400
Quercetina 0,002 0,006 0,017 0,022 0,027 0,045 0,390 0,444
Catequina 0,003 0,005 0,012 0,048 0,057 0,057 0,397 0,480

Tabela 17 - Valores das absorbancias das substancias reativas ao acido tiobarbiturico, medidas pelo

método do oxigénio ativo, da farinha de sementes de mostarda

Absorbéancias 530 nm
0h 2h 4h 6h 8h 10h
Controle 0,017 0,020 0,040 0,130 0,150 0,170
AFL 0,012 0,015 0,030 0,105 0,109 0,120
AFES 0,015 0,020 0,027 0,100 0,125 0,140
AFEI 0,012 0,016 0,030 0,110 0,110 0,110
BHT 0,017 0,017 0,033 0,110 0,127 0,140

Pela curva da formacdo de dienos conjugados (grafico 20), nao foram
observadas diferencas significativas (p < 0,05) entre as amostras testadas e o
controle, pois apresentaram resposta a formagéo de dienos conjugados de maneira
semelhante, diferente na curva de peréxidos, onde as fragbes apresentaram
diferencas significativas (p<.0,05) quando comparadas ao controle (grafico 17).

Mesmo sem ter ocorrido a diferenca esperada entre o controle e as fragbes,



RESULTADOS E DISCUSSAO 100

observa-se uma leve protecdo de todas as fracdes da farinha de sementes de

mostarda na inibigdo da oxidagao pela formagéao de dienos conjugados.
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2500 f------- = et
2,400 B e e
2,300 ' — — — - — —

Absoarbancia 234 nm

Tempo (horas)

—e—controle —m—AFL AFES - AFB —k—BHT

Grafico 20 - Atividade antioxidante das fracdes de acidos fendlicos da farinha de sementes de
mostarda, pela formacdo de dienos conjugados, nas amostras de éleo de soja
submetidas a oxidacio pelo método do oxigénio ativo.

No presente trabalho estdo apresentados, através de tabelas, figuras e
graficos, os resultados da atividade antioxidante in vifro dos extratos e fragbes de
fendlicos das sementes de mostarda. A farinha das sementes de mostarda
(Brassica alba, L.) apresentou bons resultados no que diz respeito a inibicdo da
oxidacéo in vitro, sendo importante fonte de antioxidantes naturais que permitem
sua utilizagdo em alimentos, jA que cumpre bem seu papel, apresentando bom
desempenho na funcdo antioxidante. Logicamente, estudos especificos sao
necessarios, principalmente aqueles ligados a alguma toxicidade dos referidos

compostos.

Com os resultados obtidos acreditamos que estes darao suporte para outros
estudos com as sementes de mostarda, sobretudo estudos in vivo propondo

equacionar a participacao de tais compostos em processos fisioldgicos.
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6 - Conclustes

Os resultados das analises e sua discussdo permitem apresentar as

seguintes conclusdes:

Os extratos etéreo, alcodlico e aquoso da farinha de sementes de mostarda

apresentaram atividade antioxidante.

a farinha de sementes de mostarda possui elevado teor de fendlicos totais, com

uma concentracdo de 70,07mg/qg;

os resultados demonstraram que o perfil de acidos fendlicos da farinha de
sementes de mostarda foi melhor identificado e quantificado quando purificado,

previamente, por cromatografia em camada delgada;

as fracdes livre, ésteres soluveis e ligantes insolliveis de acidos fendlicos da
farinha de sementes de mostarda, apresentaram homogeneidade nos &cidos
fendlicos identificados, quando purificados por cromatografia em camada
delgada. Foram identificados os acidos salicilico, ftrans cinamico, p-
hidroxibanzéico, vanilico, gentissico, quinico, p-cumarico, ferulico, caféico, cis

sindptico, frans sinaptico e catequina;

a inibicdo da oxidagao da fracdo livre de acidos fendlicos da farinha de mostarda,
foi superior as demais fragdes soltivel e insoluvel, em comparagéo ao BHT e a-

tocoferol, nos sistemas antioxidantes testados;

dos acidos fendlicos identificados, nas trés fragdes, o acido p-hidroxibenzdico foi
0 que apresentou-se em maior concentracdo e também, melhor atividade

antioxidante frente aos outros acidos fendlicos testados;
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e 0s acidos fendlicos presentes nas fragdes livre, sollvel e insoluvel da farinha de
sementes de mostarda, possuem atividade antioxidante em meio lipidico. A
fracdo livre, neste sistema, apresentou maior atividade antioxidante quando

comparado com as outras duas;

e com base nos dados obtidos, a farinha de sementes de mostarda apresenta
elevado potencial antioxidante para ser melhor aproveitada na industria
alimenticia, como um antioxidante individual ou como um coadjuvante a um

antioxidante sintético como o BHT.
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