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RESUMO

Nos ultimos anos, o consumo de frutas e vegetais tem sido recomendado pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), numa perspectiva de prevencao de
diversas patologias, tais como o0 cancro, a osteoporose e doencas
cardiometabolicas e degenerativas. Os beneficios destes alimentos para a
saude humana estdo associados a presenca de compostos com actividade
antioxidante capazes de minimizar alteracdes celulares induzidas por espécies
reactivas de oxigénio e azoto. O presente trabalho tem como principais
objectivos determinar o teor total de polifendis e consequentemente a
capacidade antioxidante dos brdcolos e candénigos, avaliando paralelamente a
influéncia das condicbes de extraccdo através de variadas técnicas
espectrofotométricas; e ainda caracterizar a composicdo fendlica dos
candnigos apds separacdo por cromatografia liquida (HPLC-DAD-ESI/MS/MS).
Os resultados mostram que 0s candnigos possuem um teor de polifendis totais
cerca de 3 vezes superior em relacdo aos brocolos, bem como 4 a 22 vezes
maior capacidade antioxidante. O solvente mais eficaz na extraccdo dos
polifendis em ambos o0s vegetais foi 0 metanol. Foram identificados cinco
compostos fendlicos, onde se destaca o &acido clorogénico como principal
constituinte da matriz de canonigos, com 168+9 mg ACG/100 g peso fresco
(PF).



ABSTRACT

In last years the consumption of fruits and vegetables has been recommended
by the world health organization (WHO) trying to prevent several diseases such
as, cancer, osteoporosis, cardiomethabolic and degenerative diseases. The
benefits of these foods for human health are associated with the presence of
compounds with antioxidant activity capable of minimizing cellular changes
induced by reactive oxygen species and nitrogen. The present work's main
objectives were the total content of polyphenols determination and
consequently the antioxidant capacity of broccoli and lamb’s lettuce, evaluating
the influence of the extraction conditions by spectrophotometric techniques; and
characterize the phenolic composition of lamb' lettuce after separation by liquid
chromatography (HPLC-DAD-ESI/MS/MS). The results indicate that lamb’s
lettuce contains about 3-fold higher amount of total polyphenols compared to
broccoli, as well as higher antioxidant activity, up to 22-fold. The most efficient
solvent extraction of polyphenols in both plants was methanol. A total of five
compounds were identified and the main phenolic compound found was
chlorogenic acid with a content of 168+9 mg CGA/100 g fresh weight (FW).



OBJECTIVOS GERAIS

Nos ultimos anos, estudos sobre a extraccdo de compostos fendlicos a partir
de fontes naturais tém tido uma crescente atencdo. Os compostos fendlicos
estdo bem presentes nos vegetais e tém mostrado um papel fundamental na
prevencao da progressao de algumas patologias degenerativas. Estes efeitos
benéficos na satde humana sdo geralmente atribuidos aos polifenéis os quais,
em indmeras citacbes na literatura, demonstram intensa actividade
antioxidante. Os principais antioxidantes presentes nos vegetais s8o0 0s
compostos fendlicos, as vitaminas C e E, os carotendides e flavondides [1].
Assim sendo, a extraccao de compostos fendlicos a partir de vegetais podera

constituir uma area interessante de estudo e de aplicacdo com fins comerciais.

Este trabalho de investigacdo teve como objectivos determinar o teor de
polifendis totais e consequentemente a capacidade antioxidante em brécolos e
canonigos, através de variadas técnicas espectrofotométricas, e ao mesmo
tempo estudar a influéncia das condicGes de extraccdo (solvente e técnica de
extraccdo). Face aos resultados obtidos pelos métodos anteriores, o estudo
prosseguiu no intuito de se identificar e caracterizar a composicao fendlica dos
canolnigos, uma matriz praticamente desconhecida, por cromatografia liquida
de alta eficiéncia com deteccdo por diodos acoplada a espectrometria de
massa (HPLC-DAD-ESI-MS/MS). O presente trabalho de dissertacdo terminou
com a quantificacdo do acido clorogénico presente nos candnigos, uma vez

que foi identificado como principal composto fenélico presente nesta matriz.

De modo a alcancar os objectivos propostos, este trabalho de dissertacdo esta
dividido em cinco capitulos. No primeiro capitulo (I — Introducédo) é feita uma
revisdo da literatura com trés subcapitulos, onde é dada especial atencao aos
compostos fendlicos e a sua importancia em aplicacbes nas industrias. O
segundo capitulo (Il — Material e Métodos) ilustra os métodos e 0s seus
fundamentos. No terceiro capitulo (lll — Resultados) apresentam-se todos 0s
resultados obtidos ao longo do trabalho experimental, seguindo-se a discusséo
dos mesmos (IV — Discusséo dos Resultados). Por ultimo, no quinto capitulo (V
— Conclusfes) seréo retiradas as principais conclusfes face aos resultados

obtidos e serd discutida a relevancia deste trabalho.
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1. ANTIOXIDANTES

1.1. INTRODUCAO GERAL

Actualmente os efeitos fisioldgicos de alimentos ricos em polifendis, tais como
fruta, vegetais, bebidas (sumos de fruta, vinho, cha, café e chocolate) e azeite,
tém recebido uma atencdo especial como fontes dietéticas de antioxidantes,
uma vez que sao valiosos para a saude humana. Além disso, os antioxidantes
aumentam o tempo de vida de prateleira dos alimentos, atrasando ou inibindo a
deterioracéo lipidica responsavel pelas alteracdes de aroma (off-flavour) que

pode ocorrer durante o processamento e 0 armazenamento [2].

Nos organismos aerobios, os radicais livres sdo constantemente produzidos
durante o funcionamento normal da célula, na maior parte sob a forma de
espécies reactivas de oxigénio (ROS, reactive oxygen species). Uma vez
produzidas e em organismos normais, a maior parte dos radicais livres sdo
removidos pelas defesas antioxidantes da célula que incluem enzimas e
moléculas ndo enzimaticas. A manutencdo do equilibrio entre producdo de
radicais livres e as defesas antioxidantes € uma condicdo essencial para o
funcionamento normal do organismo [3]. Em concentracbes baixas ou
moderadas, as ROS sdo benéficas para as células, uma vez que estdo
envolvidas na sinalizacdo celular e sdo usados pelos fagécitos nas suas
accoes bactericidas [3-5]. No entanto, a producdo excessiva de ROS, provoca
o “stress oxidativo” intrinsecamente ligado ao envelhecimento celular e os
processos inflamatérios subclinicos responsaveis pelo aparecimento de
doencas [4]. Pelo que, os mesmos sdo neutralizados por enzimas com
actividade antioxidante (tais como as glutationas peroxidase, redutase e s-
transferase; a superoxido dismutase e a catalase), conhecidas como
antioxidantes endogenos. Contudo, estes sistemas de defesa sao
frequentemente insuficientes para prevenir na totalidade os danos causados
pelas ROS [5]. Dai a importancia dos antioxidantes uma vez que por um lado
evitam o ranco dos alimentos e por outro protegem as células de danos

causados por ROS, bem como de espécies reactivas de azoto (RNS, reactive
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nitrogen species) e espécies reactivas de cloro (RCS, reactive chlorine species)
[6]. Halliwell, 1995 [7] definiu antioxidante como “qualquer substancia que,
mesmo presente em baixas concentracdes comparativamente com a do
substrato oxidavel (tais como lipidos, proteinas, acido desoxirribonucleico
[ADN] ou hidratos de carbono) atrasa ou inibe a oxidagédo desse substrato de
maneira eficaz”.

Existe uma grande variedade de moléculas naturais ou sintéticas com
propriedades antioxidantes e que podem constituir um sistema exogeno de
defesa. Alguns produtos naturais com actividade antioxidante podem ser Uteis
no auxilio do sistema protector enddégeno, podendo ser utilizados como
nutracéuticos. Nessa perspectiva, 0os antioxidantes presentes na nossa dieta
assumem uma grande importancia como possiveis agentes protectores na
reducdo dos danos oxidativos e na manutencao da integridade das membranas

das células [3, 6].

Estudos demonstram que o consumo frequente de vegetais e frutas esta
associado a diminuicdo do risco de varias patologias, tais como o cancro, a
osteoporose, doencas cardiometabdlicas e degenerativas [8-10]. Estes
beneficios sdo atribuidos a presenca dos compostos bioactivos, que
contribuem na prevencdo da oxidacdo lipidica, mutacbes no ADN e

posteriormente danos nos tecidos [6].

1.2. COMPOSTOS FENOLICOS NOS VEGETAIS

Os compostos fendlicos sdo uma classe de compostos de baixo peso
molecular e correspondem a metabolitos secundarios sintetizados pelas
plantas, durante o seu desenvolvimento e em resposta a condicbes de stress,
tais como infec¢Bes, polinizacdo, radiacdo UV e agentes patogénicos [11-13].
Estes compostos ndo estdo apenas associados ao sabor e a cor das plantas,
mas também a propriedades bioactivas que exercem sobre a saude humana
[13]. Deste modo depreende-se o interesse em identificar e caracterizar os
compostos fenolicos presentes em fontes naturais tal como esta referido na
Tabela 1.1.
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Ja foram identificados a partir de fontes naturais mais de 8000 compostos
fendlicos com actividade antioxidante [12, 14]. Cada classe € dividida em
subclasses, dependendo da base da sua estrutura quimica [15, 16]. As
principais classes dos compostos fendlicos sdo os &acidos fendlicos e os
flavonoides [13]. As propriedades bioactivas dos compostos fendlicos serdo

abordadas no subcapitulo 1.3.

Tabela 1. 1 - Fontes naturais de compostos fenélicos. Adaptado de Naczk (2006) [12].

Compostos fendlicos Fontes Alimentares

Acidos fendlicos
Acidos Hidroxicinamicos Mirtilo, cereais, péra, citrinos, oleaginosas,
espinafre, tomate, amoras

Acidos Hidroxibenzdicos Mirtilo, cereais, oleaginosas, amoras

Flavondides
Antocianidinas Mirtilo, morangos, uvas, cerejas, amoras
Flavanadis Magd, uvas, alface, cebola, amoras
Flavanonas Citrinos
Flavondis Mag3g, feijdo, alface, cebola, azeitona,

pimenta, tomate

Flavonas Citrinos, salsa, espinafre
Isoflavonas Soja

1.2.1.FLAVONOIDES

Os flavonoides sdo um grupo diverso de compostos fenélicos amplamente
distribuido no reino vegetal tendo sido identificados em fontes naturais mais de
4000 flavonéides. Estes compostos sao principalmente reconhecidos como 0s
responsaveis pelas cores amarelo, laranja e vermelho em flores, frutas e folhas
[17, 18]. Os flavondides, nomeadamente as antocianidinas e os flavonais,
actuam nas plantas atraindo polinizadores e disseminadores de sementes.
Aléem da pigmentacdo em frutas, flores, sementes e folhas, os flavonoides

também tém fungbes na sinalizacdo entre plantas e microrganismos, na

17



I-INTRODUCAO

fertilidade de algumas espécies, na defesa como agentes antimicrobianos e na

proteccao a radiacédo UV [19].

Os flavondides consistem num grande grupo de polifendis de baixo peso
molecular, derivados da benzo-y-pirona. A estrutura base dos flavondides €&
constituida por dois anéis benzénicos (A e B) e um anel (C) que pode ser um
pirano heterociclico (flavandis e antocianinas, Fig 1.3-a) ou uma pirona
(flavondis, flavonas, isoflavonas e flavanonas, Fig 1.3-b), que possuem na
posicdo C4 do anel C um grupo carbonilo. Em 90% das flavonas e flavondis, o
anel A encontra-se substituido por dois grupos hidroxilos, em Cs e C;. Estes

grupos hidroxilo podem estar livres ou esterificados [14, 20].

Fig. 1. 1 — Estrutura basica dos flavonodides (a) e estrutura basica dos flavonéides com grupo carbonilo no C,.
Adaptado de Huber (2008) [19].

Os flavonoides sédo formados a partir dos aminoacidos aromaticos fenilalanina
e tirosina. Quimicamente, os flavonéides sdo dibenzopirenos e pironas (e seus

derivados), isto é, qualquer composto de estrutura ciclica Cs-C3-Ce. [14].

A actividade biologica dos flavonoides e dos seus metabolitos depende da sua
estrutura quimica e dos varios substituintes da molécula, uma vez que a
estrutura basica pode sofrer uma série de alteracdes, tais como, glicosilacéo,
esterificacdo, amidacéo, hidroxilagéo, entre outras, que modulam a polaridade
e toxicidade destes compostos [14]. Além disso, os flavonoides dependendo do
estado de oxidagao do anel C, sao divididos em 13 subclasses, das quais se
destacam 6 subclasses principais: flavonéis, flavonas, flavanonas, isoflavonas,

flavanois e antocianinas (Tabela 1.2) [15-17, 20].
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Tabela 1. 2 — Principais subclasses dos flavonodides. Adaptado de Erdman (2007) e Bravo (1998) [15, 21].

Estrutura

Subclasses P Caracteristicas Exemplos de Flavonoides
quimica
- O ‘;} O anel C esta insaturado entre C, e C3 e Isoramnetina, Campferol, miricetina,
Flavonois e ; . .
Ao hidroxilado no Cs. quercetina
=]
@)
Flavonas |'AJ/?('T = Apresentaumainsaturacéo entre C, e Cs. Apigenina, luteolina, diosmetina
o
&
\"-, ) A i . . . . . .
Flavanonas 3 N o anel_ C esta saturado e possui um grupo Eriodictiol, hesperetina, naringenina
’Lr” carbonilono C,.
o
T’\T"J O anel C esta insaturado entre C, e C3 e 0 S o S
Isoflavonas pe . ; Daidzeina, genisteina, gliciteina
X \O anel Bligado ao Cs.
) (+)-Catequina, (+)-galocatequina,
. g Ot O anel C esta saturado, hidroxilado no C; e (-)-epicatequina, (-)-epigalocatequina,
Flavanéis u)\o“ nao existe o grupo carbonilono C,. (-)-epicatequina 3-galato,
(-)-epigalocatequina 3-galato
N ’v‘ O anel C esta insaturado entre C, e C3 e Cianidina, delfinidina, malvidina,
Antocianinas O - ; . o o J
f\d,,_;J_Oh hidroxilado na Cs. pelargonidina, peonidina, petunidina

Os flavonoides (excepto as catequinas) existem nas plantas principalmente na
forma glicosilada, ou seja, ligados a acucares (O-glicésidos), sob a forma de
monossacéridos ou dissacéridos. O glicésido liga-se ao grupo hidroxilo na
posicdo C3 (anel B) ou C; (anel A). As moléculas desprovidas de acucares sao
denominadas de agliconas [14, 16, 19].

1.2.2. Acipos FENOLICOS

Os &cidos fendlicos possuem um Unico anel aromatico e um grupo carboxilo
funcional e sdo bastante comuns quer em plantas inferiores quer em plantas
superiores. Estes compostos sdo encontrados em diferentes formas: agliconas,
ésteres, glicosilados e complexados. Os acidos fendlicos estdo directamente
implicados na resposta aos diferentes tipos de stress: mecanico (cortes),
quimico (varios tipos de tratamentos) ou microbiologico (infec¢des por
patogénicos). Estes compostos estdo também envolvidos na resisténcia
através de duas vias: i) contribuem para a cicatrizacdo de cortes por
linhificacdo das paredes das células ao redor da zona e ii) induzem
propriedades antimicrobianas. [14, 16, 20, 22].

Os acidos fendlicos subdividem-se em duas subclasses diferentes: os acidos

hidroxibenzéicos (HBA, hydroxybenzoic acid) e os &cidos hidroxicindAmicos
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(HCA, hydroxycinnamic acid). Estes derivam de duas moléculas nao fendlicas:
o acido benzodico e o acido cinamico, respectivamente. No entanto, na maioria
dos casos, os acidos fenolicos ndo sdo encontrados na sua forma livre, mas

sim na forma combinada ou ligados a componentes da parede celular [22].

Os HBA incluem os &cidos galico, p-hidroxibenzaoico, protocatéquico, vanilico e
siringico, que tém estrutura comum C;s-C;. O representante mais importante da

subclasse dos HBA € o &cido gélico, Fig. 1.2 [23].

Acido R, R, R R,
! o Salicilico OH H H H
p-Hidroxibenzéico H H OH H
R, COOH Protocatéquico H OH OH H
Vanilico H OCH;, OH H
Galico H OH OH OH
" Siringico H OCH;, OH OCHj4

Fig. 1. 2 — Estrutura quimica do acido benzdico e dos diferentes compostos do grupo HBA obtidos por substituicao
dos grupos R;, R,, R; e R,. Adaptado de Soares (2002) [24].

Os HCA sdo compostos arométicos com trés carbonos que formam uma cadeia
lateral (C¢-C3) € sdo mais comuns do que os HBA [20, 23]. Os acidos p-
cumarico, cafeico, ferulico e sinapico (Fig. 1.3) sdo representantes desta
subclasse quimica em plantas de uso alimentar e medicinal. Em muitas
plantas, estes compostos aparecem sob a forma de heterdsidos, ésteres e
dimeros (Cs-C,-Cs). Destacam-se os ésteres dos acidos cafeico e quinico
(acido clorogénico ou 5-cafeoilquinico) e os dépsidos tais como o acido

rosmarinico, Fig. 1.4 [14].

Acido R, R, R, R,
0-Cumaérico OH H H H
m-Cumérico H OH H H

R, CH = (CH — COO0#  p-Cumérico H H OH H
Cafeico H OH OH H
Ferdlico H OCHg3 OH H
Sinapico H OCHg34 OH OCH;4

Fig. 1. 3 — Estrutura quimica do acido cinamico e dos diferentes compostos do grupo HCA obtidos por substituicao
dos grupos Ry, Ry, R; e R,. Adaptado de Soares (2002) [24].
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HO o oH
\ o HO o ” COOH
HO OH i
HO S

Ohie

HO OH HO

a b
Fig. 1. 4 — Estrutura quimica do acido clorogénico (a) e rosmarinico (b).

Os acidos sinapico, ferulico e p-cumarico apresentam uma maior actividade
antioxidante do que os derivados do acido benzdico, nomeadamente os acidos
protocatéquico, siringico e vanilico. Este facto deve-se a existéncia da dupla
ligacdo presente na molécula dos derivados do &cido cindmico, uma vez que
estabiliza o radical por ressonancia, enquanto os derivados do acido benzoico

nao apresentam essa caracteristica [23].

1.3. PROPRIEDADES BIOACTIVAS

Nos ultimos anos, tem crescido o interesse acerca de uma possivel adopcéao de
uma dieta rica em compostos bioactivos. Varios estudos indicam que o
aumento da ingestdo de frutos e vegetais ricos nestes compostos esta
associado a diminuicdo do numero de casos com doencas crénicas e cancro
[1, 10, 25, 26]. Em especial, as vitaminas antioxidantes, incluindo o acido
ascorbico (vitamina C), o a-tocoferol (vitamina E) e o [-caroteno, o0s
flavonoides, os &cidos fendlicos e os carotendides sdo 0s principais compostos
bioactivos responsaveis por esses mesmos beneficios [5, 16, 27]. Estudos
experimentais em animais e em células humanas demonstraram que 0S
compostos fendlicos poderdo ter um papel importante na prevencao do cancro

e de doencas cardiovasculares, quando ingeridos diariamente [16, 28].

O interesse pelo estudo dos flavondides cresceu desde a descoberta entre a
relacdo da baixa taxa de mortalidade cardiovascular com o alto consumo de
gorduras associado ao consumo de vinho tinto (“French paradox”, Paradoxo
francés), na populacdo Mediterrdnea. O poder antioxidante que os flavonoides

apresentam fomenta a eliminacdo de radicais livres e consequentemente a
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proteccdo contra a oxidacdo lipidica, podendo vir a interferir no
desenvolvimento da aterosclerose, reduzindo assim tromboses e promovendo
uma normal funcdo endotelial [11, 15]. Além disso, estudos epidemioldgicos
confirmam que os flavondides sdo compostos promotores de salde, ja que
exercem accdes protectoras contra patologias crénicas e neurodegenerativas,
diabetes, inflamacbes, alergias e mutagénese, bem como apresentam
propriedades antimicrobianas, antivirais, analgésicas e hepatoprotectoras [11,
18, 29].

Face ao exposto anteriormente, poder-se-a dizer que existe uma relacao entre
a estrutura quimica e as propriedades bioactivas dos compostos fendlicos. No
caso dos acidos fendlicos, a actividade antioxidante depende do niumero e das
posi¢cdes dos grupos hidroxilos, isto €, quanto maior o nimero de grupos
hidroxilos maior serd a actividade antioxidante [16, 29, 30].

2. CANONIGOS

2.1. INTRODUCAO

Os canonigos (Valerianella locusta L.), também conhecidos como alface de
cordeiro, salada de milho e salada de campo, pertencem a familia
Valerianaceae e recebem este nome porque em tempos remotos eram
consumidos pelo clérigo. E uma planta anual, pouco conhecida fora da Europa,
no entanto € comummente usada em saladas, principalmente na Franca (é a
maior produtora de candénigos), na Alemanha e Italia. Também tem sido usada
na Gra-Bretanha durante séculos, mas sO se tornou comercialmente disponivel
em 1980. A &rea de producdo, em estufas, na Alemanha é de 207 ha,
tornando-se a terceira maior produtora de canodnigos, depois do tomate e do
pepino [31]. Em Portugal ainda sdo pouco conhecidos, no entanto ja
comecgaram a ser introduzidos quer em grandes superficies comerciais quer na

restauracdo. Os candnigos sdo pouco caléricos, com apenas 19 Kcal/100 g,
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apresentam baixo teor proteico (2 g/100 g), lipidico (0,4 g/100 g) e um teor
médio de fibras de 1,7 g/100 g *.

2.2. COMPOSICAO FENOLICA

De acordo com 0 nosso conhecimento, a literatura é exigua em relacdo a
composicdo fendlica dos candnigos. Apenas Grzegorzewski, et al., 2010 [32]
estudaram esta matriz, mostrando a influéncia de um plasma de descarga
luminescente a baixa presséo de oxigénio na morfologia e composi¢éo quimica
dos candnigos. Apesar do objectivo do seu estudo ndo ser a andlise da
composicdo fendlica, estes autores referem que 0s candnigos sdo ricos em
acidos fendlicos (acido clorogénico e acido cafeico), bem como em flavonas
(diosmetina e luteolina), Fig. 2.1.

£~ _OH
HO mD\/\fO
o OH
HO

OH OH

/7 4 . A
_ té; Ac. cafeico Ac. clorogénico

OH

Luteolina Diosmetina

b

Fig. 2. 1 — Candnigos (a) e compostos fendlicos presentes nos canénigos (b). Adaptado de Grzegorzewski [32].

2.3. PROPRIEDADES BIOACTIVAS

Os canonigos sao uma excelente fonte de pro-vitamina A (4250 pg/100 g) e de

vitamina Bg (160 pg/100 g), valores préximos da dose diaria recomendada —

! http://www.fondation-louisbonduelle.org/france/en/know-your-vegetables/nutritional-assets-of-
vegetables/mache.html
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DDR?. Sendo também ricos em vitaminas C, Bs, E, beta-caroteno (um
precursor da vitamina A), acido fdlico, iodo, ferro, potassio e fosforo. Devido a
grande quantidade de vitaminas e de beta-caroteno, este alimento torna-se um
excelente contributo para a visdo, para um crescimento adequado das

criancas, para o desenvolvimento apropriado dos bebés, entre outros®.

3.BROCOLOS

3.1. INTRODUCAO

Os brécolos pertencem a familia Brassicaceae (ou Cruciferae), constituida por
350 géneros e 3500 espécies, incluindo Camelina, Crambe, Sinapis, Thlaspi e
Brassica. O género Brassica € o mais importante da familia Brassicaceae que
inclui espécies tais como Brassica oleracea L., Brassica napus L. e Brassica
rapa L. [25]. Este género inclui um vasto niumero de vegetais, tais como 0s
brécolos, a couve-flor, a couve-de-bruxelas e a couve-rabano, entre outros, que
sdo cultivados pelas suas inflorescéncias comestiveis, pelos caules carnudos,

pelas raizes (p.e., nabos) e pelos 6leos extraidos das sementes [33].

As inflorescéncias dos brocolos, e mais recentemente, as sementes
germinadas sédo conhecidas como excelentes fontes de vitamina A, C, E, K,
acido fdlico, riboflavina (vitamina B.), ferro, calcio e potassio [1, 10, 25, 26, 34,
35]. Adicionalmente sdo também fontes naturais de glucosinolatos [36]. Quanto
ao perfil nutritivo, a familia Brassicaceae apresenta baixo valor calérico (24-34
Kcal/100 g), bem como um baixo teor proteico (1,44 — 2,82 g/100 g), lipidico
(0,12 — 0,37 g/100 g) e um teor médio de fibras de 2,5 g/100 g [37].

’ Nota: DDR para a pré-vitamina A: 4,800 ug/100 g e para a vitamina Bo: 200 ug/100 g.
* http://www.agroportal.pt/x/agronoticias/2006/07/21.htm.
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3.2. CoOMPOSICAO FENOLICA

Como ja anteriormente referido, a composicao fendlica da inflorescéncia nos
brécolos no género Brassica tem sido alvo de uma série de estudos. Os
brécolos sdo uma excelente fonte natural de flavonoides e de derivados do
acido hidroxicindmico. A Tabela 3.1. mostra os principais compostos fendlicos
presentes neste vegetal.

Tabela 3. 1 - Compostos fendlicos presentes nos brécolos. Adaptado de Podsedek (2010) [10].
CoMPOSICAO FENOLICA

1-sinapoil-2-feruloilgentiobiose
1,2-diferuloilgentiobiose
1,2,2’-trisinapoilgentiobiose

PRINCIPAIS COMPOSTOS . . o
Acido neoclorogénico (acido 3-cafeoilquinico)

Quercetina

Campferol 3-O-soforésido

1,2’-disinapoil-2-feruloilgentiobiose
1,2-disinapoilgentiobiose
1-sinapoil-2,2-diferuloilgentiobiose
O isémero do 1,2,2 -trisinapoilgentiobiose
OUTROS COMPOSTOS PRESENTES
NOs BrOcCOLOS Acido clorogénico
Isoquercetina

Campferol 3-O-glucosido

Di-glucésidos do campferol

3.3. PROPRIEDADES BIOACTIVAS

Geralmente, o consumo de vegetais pertencentes a familia Brassicaceae é
associado a prevencdo do risco de cancro, uma vez que Sao ricos em
glucosinolatos — precursores de compostos que apresentam propriedades
anticancerigenas, p.e., sulforano e indol 3-carbinol [33]. Constituem ainda uma
excelente fonte diaria de antioxidantes e de vitaminas [33, 35, 38]. A actividade

antioxidante do género Brassica tem sido atribuida ao seu perfil fenolico, em
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especial os flavonoides uma vez que estes tém demonstrado maior actividade
antioxidante do que as vitaminas e carotenoides [29]. Além disso, exercem
também efeitos protectores em patologias cardiovasculares e infeccbes pela
Helicobacter pylori [26, 35]. No entanto as propriedades antioxidantes nos
brécolos dependem de vérios factores, tais como variedade, maturacgéo,
condicbes de crescimento, clima, fertilidade do solo, agentes patogénicos,

cortes e condicbes de armazenamento [10, 33].

4. NOCOES BASICAS SOBRE A CROMATOGRAFIA

LiQUIDA NO ESTUDO DOS COMPOSTOS FENOLICOS

Varias técnicas cromatogréficas tém sido usadas para separar, isolar, purificar
e identificar compostos fendlicos, bem como para o estudo da interaccdo dos
compostos fendlicos com outros componentes presentes na matriz dos
alimentos [39]. A identificacdo dos compostos fendlicos nos vegetais €
influenciada por varios factores: natureza quimica, método de extraccao,
tamanho das particulas da amostra, tempo e condicbes de armazenamento,
bem como, pelo método empregue e pela presenca de substancias
interferentes ao método, tais como, ceras, gorduras, terpenos e clorofilas. A
solubilidade dos polifenéis é dependente do tipo de solvente (polaridade) usado
na extraccdo, do grau de polimerizacdo e da formacdo de complexos
insoltveis. Os solventes mais comuns nas extrac¢cdes dos compostos fendlicos
sdo o metanol, o etanol, a acetona, a agua, o acetato de etilo, o propanol, a
dimetilformamida e também as misturas entre eles. Sendo assim, ndo existe
uma metodologia completamente satisfatoria para a extraccdo de todos os
compostos fendlicos presentes na matriz dos vegetais, devido a complexidade
dos mesmos, bem como as diferencas existentes na reactividade entre os

polifendis e os reagentes usados [39].

A HPLC foi desenvolvida na década de 60 e, actualmente, &€ a técnica mais

utilizada na analise alimentar, e baseando-se na distribuicdo ou particdo dos
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analitos de uma amostra entre a fase estacionaria e a fase moével [14, 40]. A
HPLC oferece vantagens significativas em termos de simplicidade, de custo, de
velocidade (apesar de este factor depender do tipo de método de deteccéo
usado), da sensibilidade, da especificidade, da precisdo e da preservacédo da
amostra. E uma técnica versatii e adaptavel para estudos especificos,
adequando a fase estacionaria, a composicdo da fase moével com a
possibilidade de acoplar um sistema de deteccdo selectivo. Além disso, a
HPLC tem a vantagem de identificar e quantificar compostos fendlicos sem a
derivatizacao preliminar [40]. Os compostos fendlicos presentes nos alimentos,
sédo geralmente detectados por UV/Vis e DAD (Diode Array Detector) [39]. A
grande diferenca entre eles € o facto de que o DAD permite a visualizacao de
cromatogramas em comprimentos de onda variados, facilitando a deteccdo
selectiva de grupos diferentes de compostos fenélicos nos seus comprimentos
de onda maximo de absorcédo, melhorando a sensibilidade [40]. Além disso, o

DAD fornece informacées quantitativas e qualitativas®.

A ligacdo da cromatografia liquida a espectrometria de massa (LC-MS/MS) tem
sido muito util na caracterizagcdo de compostos naturais, homeadamente 0s
compostos fendlicos [41]. A espectrometria de massa é uma técnica
instrumental baseada na separacdo de ibes no vacuo, na fase gasosa de
acordo com a sua relacdo massa/carga (m/z). As moléculas analisadas tém de
ser primeiramente ionizadas, originando i6es moleculares. Se estes ides
moleculares tiverem energia interna suficiente, sofrem uma nova fragmentacao
formando os chamados “fragmentos”. Geralmente, cada fragmento derivado a
partir do ido molecular pode voltar a sofrer nova fragmentacdo. Todos estes
ibes sdo separados no espectrometro de massa de acordo com 0S seus
respectivos m/z e sdo detectados. E entdo gerado um espectro de massa da
molécula em estudo que se representa num grafico, onde o eixo das ordenadas
mostra a abundancia dos ides e no eixo das abcissas figura os respectivos
valores de m/z. Cada pico com uma intensidade elevada é conhecido como
pico-base (base peak) [42]. Existem véarios métodos de ionizacdo que podem

ser utilizados nas técnicas cromatograficas acopladas a espectrometria de

* http://biodiscovery.imb.ug.edu.au/Technologies/Dereplication/HPLCDAD/tabid/3525/Default.aspx
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massa. Uma das técnicas mais usadas é a ionizacdo a pressao atmosférica
(API, atmospheric pressure ionization) onde temos como exemplos a ESI
(electrospray ionization) e a APCI (atmospheric pressure chemical ionization).
Nos ultimos anos o uso da ESI é frequente na LC acoplada a MS, uma vez que
€ uma técnica de ionizacdo suave resultando em moléculas (des)protonadas.
Esta permite a medicdo da massa exacta de moléculas pequenas, tornando-se
muito Gtil para a determinacdo da férmula elementar e consequentemente na
identificacdo do composto desconhecido [41]. Esta técnica pode ser usada em
modo 4o negativo [M — HJ ou ido positivo [M — H]". A interpretacdo manual dos
espectros de massa é feita baseada na determinacdo do peso molecular do

composto e na analise dos fragmentos gerados no espectro.
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A presente dissertacdo engloba dois estudos distintos: numa primeira fase foi
efectuada a extraccdo dos polifendis totais de brocolos e de canonigos,
seguindo-se a avaliacdo do seu poder antioxidante, através de diferentes
técnicas espectrofotométricas (referidas nos Capitulos 1 e 2). Na segunda fase
deste trabalho, procedeu-se a caracterizagdo da composicdo fendlica de
canonigos, através da cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccéo por
diodos acoplada a espectrometria de massa (HPLC-DAD-ESI/MS/MS), que

serdo descritas nos Capitulos 3 e 4.

Todas as informacgBes sobre os reagentes e equipamentos utilizados ao longo

da realizagcao desta dissertacdo encontram-se no Anexo A.

A.AMOSTRAS

Os brocolos e 0os candnigos necessarios para a execucao do presente trabalho
foram adquiridos em supermercados locais. Os brocolos foram adquiridos
frescos enquanto os canodnigos sob a forma de embalagem. Apos a compra
dos mesmos, procedeu-se a respectiva preparacdo dos extractos, descrito no
ponto seguinte. 125 g de canonigos e 120 g de inflorescéncia de brocolos
foram retirados das embalagens para posterior analise e caracterizacdo das
propriedades antioxidantes e perfil fenélico. Essa aliquota foi homogeneizada e
reduzida de modo a que a porcdo a ser analisada fosse representativa da

totalidade de todo o material amostrado.

B.PREPARACAO DOS EXTRACTOS

Todas as extracgbes foram feitas em dois dias consecutivos de forma a
prevenir a degradacdo das amostras e para assegurar que as condicdes de
extraccao seriam as mesmas para todos os ensaios.

Para optimizar a metodologia de extraccdo dos polifendis em ambos os
vegetais, usaram-se 3 solventes (metanol, acetona e agua). Como técnicas de
extraccdo usaram-se 0 agitador mecanico e o ultra-sons. A llustracdo 1

representa esquematicamente o procedimento experimental aplicado neste
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trabalho, para cada amostra utilizada e para o solvente em estudo. Para cada
solvente em estudo obtiveram-se 4 extractos, num total de 12 extractos de
cada vegetal. Finda a extraccdo, cada extracto foi guardado a -20°C para

posteriores analises. Todas as extrac¢des foram feitas em duplicado.

Candnigos ou

Brocolos
(59
I
I 1 —
Metanol Acetona Agua
(50 mL) (50 mL) (50 mL)

Ultra-sons
(1h, 40 KHz)

Ultra-sons Ag. Mecanico
(1h, 40 KHz) (2h, 150 rpm)

Ag. Mecanico
(1h, 150 rpm)

Ultra-sons Ag. Mecanico
(1h, 40 KHz) (1h, 150 rpm)

Filtracao

llustragcao 1 — Representagdo esquematica do procedimento experimental utilizado para a preparagao dos
diferentes extractos de brocolos e candnigos para as analises.

No fim, obtiveram-se um total de 12 extractos de brécolos e de 12 extractos de
candnigos. Os extractos obtidos foram filtrados por vacuo e foram utilizados ao

longo de todo o processo experimental.

1. DETERMINACAO DO TEOR DE POLIFENOIS TOTAIS

Para a determinacdo dos polifendis totais recorreu-se ao método de Folin-
Ciocalteu (FC). O método baseia-se huma reaccao redox, que ocorre em meio
alcalino, sendo o iado fenolato oxidado e o complexo fosfotungstico-
fosfomolibdico presente no reagente reduzido a uma mistura de oxidos de
tungsténio e molibdénio, que produzem uma cor azul com um maximo de
absorcdo nos 765 nm. A coloragdo desenvolvida é proporcional ao teor de

polifendis totais presentes na amostra [43]. O reagente FC detecta todos 0s
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grupos encontrados nos extractos, incluindo aqueles que se encontram ligados
a proteinas. Como desvantagem, este método esté sujeito a interferéncias de

substancias redutoras, tais como o acido ascoérbico [39].

1.1. PREPARACAO DAS SOLUCOES

Para a quantificagdo do TPT (teor de polifendis totais) nos extractos de
brécolos e de candnigos, recorreu-se ao método da curva de calibracao,

usando o 4cido galico como padrao.

X/

% Preparacao dos Padrdes

Cada padrao foi preparado através da diluicdo de uma solugéo stock de 1000
mg/L de acido galico com agua num baldo volumétrico, de acordo com a tabela
seguinte (Tabela 1.1):

Tabela 1. 1 — Solugdes padrao do acido galico.

[Ac.Galico] Vol. Solugéo stock

(mg/L) (mL)

5 0,050

10 0,100

25 0,250

50 0,500

100 1,000
150 1,500

7

% Preparacdo das Amostras

Os extractos de canbnigos utilizados em todos o0s métodos
espectrofotométricos realizados nesta dissertagcdo, em metanol e em acetona
(referenciados na llustracdo 2 deste mesmo capitulo) foram diluidos 10 vezes.

Os extractos aquosos néo sofreram diluigdo.

¢ Analise Espectrofotométrica

Apés a preparacdo dos padrdes (n=6) e das amostras (n=24) procedeu-se a

analise espectrofotométrica. Para diferentes tubos de ensaio, pipetou-se uma
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aliquota de 1 mL de padrdo ou de amostra (ou agua no caso do branco) e

procedeu-se a adicao de:

e 5 mL de reagente Folin-Ciocalteu 10 % (v/v)
e 5 minutos em repouso

e 4 mL da solugéo carbonato de sddio 7,5 % (m/v)

Seguidamente homogeneizou-se a mistura reaccional no vortex e guardaram-
se o0s tubos de ensaio ao abrigo da luz durante 120 minutos. Decorrido o tempo
de reaccdo, procedeu-se a leitura espectrofotométrica a um comprimento de

onda (A) de 740 nm contra o branco (agua).

Os valores de absorvancia correspondentes a cada padréo encontram-se na
Tabela 1.2. A curva de calibracdo do acido galico esta representada na Fig.

1.1

Tabela 1. 2 — Resultados obtidos referente a curva de calibragao para o método Folin-Ciocalteu.

[Ac.Galico] Absorvancia
(mg/L) (740nm)
3,8 0,045
9,9 0,107
248 0,259
52,7 0,542
98,8 1,011
132,0 1,349

1,4

Abs (740 nm)

0,6

y =0,0102+0,0002 x + 0,01+0,01

0,2 R*=0,9983

0 T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160

[Ac. Galicol/ mg/L

Fig. 1. 1 — Curva de calibragdo do acido galico.
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Para cada extracto, o teor de polifendis totais foi estimado com base na curva

de calibrac@o do acido gélico através da expresséo seguinte:

Abs - b
TPT (Mmgeae/100 g) = ( (74(:nnm) ) .t

onde,

Abs (740 nm) = absorvancia lida ao fim dos 120 minutos;
b = declive da recta,

m = ordenada na origem,;

f = factor de diluicao.

Os resultados sédo expressos em mg de acido galico equivalentes por 100 g de

peso fresco.

2. DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

Existem varios métodos para avaliar a capacidade antioxidante dos vegetais.
No presente estudo utilizaram-se quatro métodos: poder redutor (PR), FRAP,
ABTS e DPPH. Os métodos PR e FRAP baseiam-se na habilidade que os
antioxidantes apresentam para reduzirem Fe* - Fe* onde medem
directamente a capacidade redutora dos compostos presentes nas matrizes
[44, 45]. Os métodos ABTS e DPPH medem a habilidade que os antioxidantes
apresentam para sequestrar os radicais livres, no entanto estes radicais livres
sdo produzidos de diferentes vias. O DPPH" é um radical livre relativamente
estavel e pronto a ser utilizado; o ABTS' é produzido pela reaccdo entre o
ABTS e o persulfato de potassio [46]. As respectivas metodologias de cada
método sdo descritas seguidamente (subcapitulos 2.1; 2.2; 2.3 e 2.4).

2.1. DETERMINACAO DO PODER REDUTOR PELO METODO

HEXACIANOFERRATO DE POTASSIO

Este método fundamenta-se no facto de o poder redutor (PR) de um composto

fendlico poder servir como potencial indicador da sua actividade antioxidante. O
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método do hexacianoferrato de potassio usa o cloreto de ferro (FeCls) como
oxidante, que na presencga de agentes redutores na matriz em estudo (brocolos
e canonigos) causa a reducédo do complexo Fe*'/cianoferrato na forma férrica,
detectado a um maximo de absorcdo de 700 nm. A cor amarela da mistura de
reaccdo muda em diferentes tons de verde e azul dependendo do PR da
amostra. Neste método, o aumento da absorvancia da mistura é directamente
proporcional ao PR [44]. A quantificacdo do PR é baseada numa curva de

calibracédo, usando a quercetina como padrao.

2.1.1. PREPARAGAO DAS SOLUCOES

Para a quantificacdo do poder redutor nos extractos de brécolos e candnigos,
recorreu-se ao meéetodo da curva de calibragdo usando a quercetina como
padréo.

+ Preparacao dos Padrbes

Cada padrao foi preparado através da diluicdo de uma solucédo stock de 1000
mg/L de quercetina com metanol num baldo volumétrico, de acordo com a

tabela seguinte (Tabela 2.1):

Tabela 2. 1 - Solugdes padrao de quercetina

[Quercetina] Vol.Solugéo stock

(mg/L) (mL)

5 0,050

10 0,100

25 0,250

50 0,500

100 1,000
150 1,500

+ Analise Espectrofotométrica

Depois de preparar os padrbes (n=6) e as amostras (n=24) procedeu-se a
respectiva analise espectrofotométrica. Pipetou-se 1 mL de cada padrao ou de
cada amostra (ou de metanol no caso do branco) em diferentes tubos de

ensaio e adicionou-se por ordem:
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e 2,50 mL de tampéo fosfato (0,2 M, pH 6,6) e
e 2,50 mL de KzFe(CN)g 1% (m/v)

Agitou-se cada mistura de reaccao usando o vortex e colocaram-se os tubos de
ensaio num banho termostatizado a 50°C durante 30 minutos. Apos este tempo
deixaram-se arrefecer os tubos e adicionou-se a cada um 2,50 mL de TCA
10%.

Desta mistura de reaccdo, retiram-se 2,50 mL de cada tubo de ensaio e
pipetaram-se para novos tubos de ensaio. A este volume adicionaram-se 2,50
mL de agua e 0,50 mL de FeCl;.6H,O 0,1% e homogeneizou-se. Procedeu-se

de seguida a leitura da absorvancia a 700 nm contra o branco (agua).

Para a quantificagdo dos resultados foi entdo tracada a curva padrdo que
relaciona as diferentes concentracdes de quercetina com 0S respectivos
valores de absorvancia obtidos (Tabela 2.2). A curva de calibragcdo da

quercetina esta representada na Fig. 2.2.

Tabela 2. 2 — Resultados obtidos referente a curva de calibragdo para o método hexacianoferrato de potassio.

[Quercetinag] Absorvancia
(mgiL) (700 nm)
1,0 0,056
7,5 0,116
28,8 0,314
55,6 0,563
98,1 0,958
149,1 1,432
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1,6 -

1,4

0,8 -

Abs (700nm)

0,6

y = 0,0093+0,0003x + 0,0466%0,0237
R?=0,9956
0,2 -

O T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160

[Quercetina] / mg/L

Fig. 2. 1 — Curva de calibragao da quercetina.

Para cada extracto obtido o poder redutor foi determinado usando a expressao

seguinte:
(Abs (700 nm)- b)
m
PR (mgoe/100 g) = o *f*0,005
onde,

Abs (700 nm) = absorvancia lida;
b = declive da recta;

m = ordenada na origem,;

f = factor de diluicéo;

PF = peso fresco.

Os resultados sao expressos em mg de quercetina equivalentes por 100 g de

peso fresco.

2.2. METODO DO FRAP (FERRIC REDUCING ANTIOXIDANT POWER)

Este método baseia-se na capacidade que os antioxidantes (dadores de

electrées) apresentam para reduzirem, a pH acido (3,6), o complexo incolor
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[Fe*-TPTZ] ao complexo de cor azul intenso [Fe*-TPTZ] com uma absorcéo
méaxima de 593 nm. A quantificacdo é feita através da constru¢do de uma curva
de calibracdo, usando o trolox como padrdo. O aumento da absorvancia da

mistura de reaccéo representa um forte poder redutor/antioxidante.

2.2.1. PREPARAGAO DAS SOLUCOES

Para a quantificagcdo da capacidade antioxidante nos extractos de brocolos e
de canonigos, recorreu-se ao método da curva de calibracdo usando o trolox

como padrao.
% Preparacado dos Padrdes

Cada padréao foi preparado através da diluicdo da solucdo stock de 1000 mg/L
de trolox com metanol num baldo volumétrico, de acordo com a tabela seguinte
(Tabela 2.3):

Tabela 2. 3 — Solugdes padrao de trolox

[Trolox] Vol.Solugéo stock
(mg/L) (mL)
5 0,050
10 0,100
25 0,250
50 0,500
100 1,000
150 1,500

« Analise Espectrofotométrica

Apoés a preparacdo de todos os padrées (n=6) e de todas as amostras (n=24)
procedeu-se a respectiva analise espectrofotométrica. Em cada tubo de ensaio,
pipetou-se 0,150 mL de padrdo ou amostra (ou metanol no caso do branco) e
2,850 mL da solugédo FRAP. Com a ajuda do vortex, homogeneizaram-se todas
as misturas de reacgdo. Taparam-se todos os tubos de ensaio com parafilme e
deixaram-se a repousar durante 30 minutos a temperatura ambiente. Findo o

tempo de reaccéo leram-se as absorvancias a um A de 593 nm.
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Os valores de absorvancia correspondentes a cada padrdo encontram-se na
Tabela 2.4, bem como a curva de calibracdo do trolox esta representada na

Fig. 2.3.

Tabela 2. 4 — Resultados obtidos referente a curva de calibragdo para o método FRAP.

[Trolox] Absorvancia
(mg/L) (593nm)
59 0,100
11,7 0,151
26,3 0,279
44 .4 0,438
100,4 0,930
151,2 1,376

1,60 -
1,40 -
1,20 -
1,00 -

0,80 -

Abs (593nm)

0,60 -

0,40 A
y = 0,0088+0,0002x + 0,048+0,0164

0,20 A R2=0,9977

0,00 T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160

[Trolox] / mg/L

Fig. 1. 2 — Curva de calibragao do trolox.

Para cada um dos extractos obtidos, a capacidade antioxidante foi determinada

utilizando a expressao seguinte:

m

<Abs (593 nm)- b)
*

FRAP (mgre/100 g) = f

PF

onde,
Abs (593 nm) = absorvancia lida ao fim de 30 minutos;
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b = declive da recta;
m = ordenada na origem,;
f = factor de diluicéo;

PF = peso fresco.

Os resultados séo expressos em mg de trolox equivalentes por 100 g de peso

fresco.

2.3. METODO DO ABTS

Este método (2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-acidosulfénico)) baseia-se na
capacidade que os antioxidantes presentes na matriz ttm em sequestrar o
radical ABTS™, comparado com o antioxidante padréo (trolox). Neste ensaio, 0
ABTS é convertido no seu catido radical (ABTS™) apos a adi¢cdo do persulfato
de potéassio (K;S,Og) [47]. Durante a reaccdo, a cor azul-roxo intensa vai
atenuando até ficar incolor consoante os antioxidantes presentes na matriz.
Este facto deve-se ao desaparecimento do radical ABTS™ que é medido a 734
nm. O decréscimo da absorvancia € um factor indicativo da presenca de

compostos com capacidade antioxidante elevada.

2.3.1. PREPARACAO DE SOLUCOES

Tal como aconteceu no método do FRAP, para a quantificacdo da capacidade
antioxidante nos extractos dos brdcolos e dos candnigos, recorreu-se ao

método da curva de calibra¢do usando o trolox como padrao.
s Preparacao dos Padroes

Cada padréo foi preparado através da diluicdo da solucdo stock de 1000 mg/L
de trolox com metanol num bal&o volumétrico, de acordo com a tabela seguinte
(Tabela 2.5):
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Tabela 2. 5 — Solugées padrao do trolox

[Trolox] Vol.Solugéo stock
(mg/L) (mL)
5 0,050
10 0,100
25 0,250
50 0,500
100 1,000
150 1,500

% Analise Espectrofotométrica

Apéds a preparacdo de todos os padrdes (n=6) e de todas as amostras (n=24)
procedeu-se a respectiva analise espectrofotométrica. Em cada tubo de ensaio
pipetou-se 0,150 mL de extracto (ou metanol no caso do branco) e 2,850 mL da
solucdo ABTS™. Com a ajuda do vortex, homogeneizaram-se todas as misturas
de reacgdo. Taparam-se os tubos de ensaio com parafiilme e deixaram-se a
repousar durante 2 horas no escuro a temperatura ambiente. Terminado o

tempo de reaccéo, leram-se as absorvancias a 734 nm.

Os valores de absorvancia correspondente a cada padrdo encontram-se na
Tabela 2.6, bem como a curva de calibracdo do trolox esta representada na
Fig. 2.4. Os valores referentes aos padrdes 5 e 150 ppm foram rejeitados, uma
vez que extrapolavam a recta.

Tabela 2. 6 — Resultados obtidos referente a curva de calibra¢do para o método ABTS.

[Trolox] Absorvancia
(mg/L) (734nm)
11,2 0,615
24,2 0,551
49,1 0,428
100,5 0,174
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y = -0,00494+0,00009x + 0,6703+0,0053
0,6 - R2=0,9993

Abs (734nm)

0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

[Trolox] / mg/L

Fig. 1. 3 — Curva de calibragdo do trolox.

Para os extractos de brécolos e canonigos a capacidade antioxidante foi

determinada utilizando a expressao seguinte:

ADS (734 nm)- b
m

PF

ABTS (mgre/100 g) = f

onde,

Abs (734 nm) = absorvancia lida ao fim de 2 horas;
b = declive da recta;

m = ordenada na origem,;

f = factor de diluicéo;

PF = peso fresco.

Os resultados séo expressos em mg de trolox equivalentes por 100 g de peso

fresco.

2.4. MEgTobo bo DPPH

Neste método (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo), o radical DPPH" na presenca de um
electrdo ou de um dador de hidrogénio reduz-se, tornando-se numa molécula

estavel. Os antioxidantes presentes na matriz em estudo reagem com o radical
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DPPH’ originando a a,a-difenil-B-picrilhidrazina, que pode ser observado pela
mudanca da cor violeta escuro, que lhe é caracteristica, em amarelo [48]. Esta
descoloracdo pode ser quantificada através da medicdo da absorvancia a 515
nm. A actividade anti-radicalar € definida como a quantidade de antioxidantes
necessarios para reduzirem em 50% a concentragdo inicial do radical DPPH’
(ECsp). O poder anti-radicalar (PAR) é calculado como 1/ECso [2, 49]. Por

deducédo, quanto menor for ECso, maior sera o PAR [50].

2.4.1. PREPARAGAO DE SOLUGOES

Para a execucdo deste método, foram necessarias fazer diluicbes de cada um
dos extractos (que se encontram referenciados na llustracdo 2 deste mesmo
capitulo) nas diferentes condicbes em ambos os vegetais (Tabela 2.7). O
metanol e a acetona foram usados para as diluicdes dos extractos em metanol
e acetona, respectivamente. No caso dos extractos em &gua, as diluicdes

foram feitas com tampéao acetato de sodio 0,1 M, pH 4,3.

Tabela 2. 7 - Tipo de dilui¢bes realizadas para cada extracto dos brécolos e canénigos.

Brécolos Candnigos
1:2
Semdiluir
1:3
1:3
1:4
1:4
1:8

% Analise Espectrofotométrica

Apoés a preparacao de todas as amostras (n=18 para os brocolos e n=24 para
0s candbnigos), procedeu-se a respectiva analise espectrofotométrica de cada
diluicdo. Para cada tubo de ensaio foram adicionados 0s componentes

indicados na Tabela 2.8.
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Tabela 2. 8 — Preparac¢ao de cada mistura reaccional.

Amostras Branco Controlo
DPPH-* (mL) 2,850 0 2,850
Extracto diulido (mL) 0,150 0 0
Metanolou Tampéao 0 3,000 0.150

acetato (mL)

Com a ajuda do vortex, homogeneizaram-se todas as misturas de reaccao.
Taparam-se o0s tubos de ensaio com parafilme e deixaram-se a repousar
durante 120 minutos no escuro a temperatura ambiente. Terminado o tempo de

reaccao, leram-se as absorvancias a 515 nm.

Para calcular a % de DPPH que ndo reagiu em cada mistura reaccional, usou-

se a expressao seguinte:

Abs (amostra)

% DPPH (que nao reagiu) = *100

Abs (controlo)

onde,

Abs = absorvancia lida ao fim de 120 minutos.

A concentracdo de compostos fenélicos presentes em cada célula de leitura foi
determinada através da seguinte expressao:

[Compostos fendlicos] = 0,15071000
20*f

onde,

0,150 = volume de extracto na célula;

1000 = factor de conversao;

20 = factor de diluicao na célula;

f = factor de diluicdo nos extractos (varia entre 4 a 20).

Com os valores de DPPH que ndo reagiu e da concentracdo para cada
diluicdo, construiu-se um grafico do tipo % DPPH (que ndo reagiu) = f
(concentragao). A partir de cada equacao da recta, calculou-se o valor de ECsg

para cada extracto, segundo a expressao que se segue:
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onde,
m = declive da recta;

b = ordenada na origem.

Por fim, o poder anti-radicalar (PAR) é calculado da seguinte maneira:

PAR (%) = *100

ECso

Os resultados sao expressos em % de poder-antiradicalar.

3.EsTuUDO DA COMPOSICAO FENOLICA DOS
CANONIGOS POR HPLC-DAD-ESI/MS/MS

Para a determinacdo da composicdo fendlica dos candnigos foi utilizada a
técnica HPLC-DAD-ESI/MS/MS. Geralmente, para a separacdo de compostos
fenolicos em vegetais, as condi¢cdes mais usuais incluem o uso de uma coluna
de fase reversa RP- Ci3 € um sistema binario de solventes que contém agua
acidificada (com &cido fosforico, sulfurico, acético ou férmico) e um solvente
menos polar (metanol ou acetronitrilo) [14]. Para a separacao e identificacao
dos compostos fendlicos presentes nos extractos de candénigos foi usada uma

coluna RP- Cgs.

Como ja anteriormente referido, a descricdo dos equipamentos encontra-se no
Anexo A. As condi¢des cromatograficas optimizadas utilizadas na HPLC-DAD

com o objectivo de separar os compostos fendlicos sédo as seguintes:

e FASE ESTACIONARIA: conjunto pré-coluna (4.0 mm x 3.0 mm, 4 um) e coluna

Synergi Hydro-RP Cig (150 mm x 4.6 mm, 4 um) de Phenomenex;
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e FASE MOVEL: solucédo aquosa de 0,1 % de acido acético (A) e metanol para
HPLC (B). O fluxo usado foi de 0,500 mL.min™* nas seguintes condicdes de

gradiente:

- Inicio da injeccao (0 minutos): 5 % de A e 95 % de B;
- Dos 0 aos 70 minutos: de 5 % a 58 % de A;

- Dos 70 aos 100 minutos: de 58 % a 100 % de A;

- Dos 100 aos 130 minutos: 100 % de A volta aos 5 %.

e COMPRIMENTO DE ONDA DE DETECCAQ: 280 nm (DAD).

Para a identificacdo dos picos obtidos por HPLC-DAD recorreu-se a utilizacédo
do espectrémetro de massa (HPLC-ESI/MS/MS) As condi¢des cromatogréficas

encontram-se descritas na Tabela 3.1:

Tabela 3. 1 - CondigGes utilizadas na analise da composi¢ao fendlica do extracto em metanol dos canénigos por
HPLC-DAD-ESI/MS/MS

Fase Estacionéria: pré-coluna (4.0 mm x 3.0 mm, 4 ym) e coluna Synergi Hydro-RP C,g (150 mm x 4.6 mm, 4

pum) ambos da Phenomenex;

Fase Movel: solugdo aquosa de 0,1 % de &cido acético (A) e metanol para HPLC (B). O fluxo usado foi de 0,5
mL.min-! nas seguintes condic¢des de gradiente:

- Inicio da injeccao (0 minutos): 5 % de B e 95 % de A;

- Dos 0 aos 70 minutos: de 5 % a 58 % de B;

- Dos 70 aos 100 minutos: de 58 % a 100 % de B;

- Dos 100 aos 130 minutos: 100 % de B volta aos 5 %.

Espectrometro de Massa:

Fonte de lonizagéo: Electrospray em modo positivo, [M + H]*;
Analisador de massa: Quadrupolo/lon Trap (equipamento do tipo hibrido)

Parametros de deteccao:

- Intensidade da descarga na fonte: 80,0 yA - Energia de colisdo: 35,0 V
- Voltagem da fonte de ionizacao: 5,0 kV - Temperatura do capilar: 325 °C
- Voltagem do capilar: 4,0 V - Intervalo de massa: 120-2000 m/z
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4. QUANTIFICACAO DO AciDO CLOROGENICO NOS

CANONIGOS

Uma vez que é o acido clorogénico o principal composto fendlico presente na
matriz dos canonigos, procedeu-se a respectiva quantificacdo utilizando uma
curva padrao estabelecida para as concentracdes que se apresentam na tabela
4.1..

% Preparacao dos Padrdes

Solucdo stock do ACG (5 g/L): Pesaram-se 0,125 g de acido clorogénico e

dissolveram-se em metanol. Transferiu-se o volume para um baldo volumétrico
de 25 mL e perfez-se o volume total com metanol.
Todos os padrdes foram preparados através da diluicdo da solucdo mée de

5000 mg/L com agua num baldo volumétrico, de acordo com a Tabela 4.1

Tabela 4. 1 — Solugdes padrao acido clorogénico.

[ACG] Vol. Solugéo stock
(mg/L) (mL)
5 0,050
10 0,100
25 0,250
50 0,500
100 1,000
150 1,500
200 2,000

A curva de calibracdo foi entdo construida onde no eixo das abcissas aparece
a [ACG] expressa em mg/L e no eixo das ordenadas a area de cada pico
correspondente a cada padrao, expressa em mAU.min, Fig. 4.1. Os valores da
area obtidos para cada um dos padrdes encontram-se descritos na Tabela 4.2.
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Tabela 4. 2 - Valores da area obtidos para cada padrao do acido clorogénico.

Padrées de ACG Area
(mg/L) (mAU.min)
5 8,9
10 19,5
25 52,7
50 101,9
100 219,1
150 334,9
200 449,3

500 -
450 -
400 H~
350 A
300 -
250 A
200 A
150 H~
100 -~
50 ~

Area / mAU.min

y = 2,2627+0,0185x - 5,0809+1,9248
R2 = 0,9997

0 50 100 150 200 250
[ACG] / mg/L
Fig. 4. 1 — Curva de calibragao do ACG.

4.1. VALIDACAO DA METODOLOGIA

O método utilizado na quantificacdo do teor de ACG nos canodnigos, foi
validado em termos de linearidade e limites de deteccdo (LOD) e de
quantificacdo (LOQ). A linearidade foi avaliada pela analise dos padrdes do
acido clorogénico num intervalo de 5 a 200 mg/L (n=7). A recta foi construida
pela razdo entre as areas (mAU.min) dos picos em funcdo da concentracdo

(mg/L) do &cido clorogénico.

A precisdo do método de extraccdo foi avaliada pela determinacdo da

repetibilidade (variabilidade intra-day) e pela precisao intermédia (variabilidade
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inter-day) nos extractos metandlicos de canonigos. Assim, a repetibilidade foi
estimada pelo coeficiente de variagdo (CV) de cinco extracgoes repetidas da
mesma amostra no mesmo dia (precisdo intra-day) e os ensaios inter-day
foram realizados em trés dias consecutivos, repetindo cinco extraccbes em

cada dia.

5. ANALISE DE DADOS

O tratamento de dados e a elaboracao de graficos necessarios para o presente
estudo foram realizados utilizando os softwares SigmaPlot 10.0, HighChem
MassFrontier 1.0 e o Microsoft® Office Excel® 2007. O software Chrompass foi
utilizado na medicdo das areas dos picos dos cromatogramas resultantes da

analise dos extractos dos candénigos por HPLC-DAD.

No sentido de validar as técnicas espectrofotométricas na determinacgéo do teor
de polifendis totais (TP) e da capacidade antioxidante (CA) nos brécolos e nos
canolnigos, empregou-se o teste-t de student (duas variaveis) e o factor Gnico
ANOVA (trés variaveis).

O nivel de significancia considerado para a diferenca entre as médias foi de 5%
(p < 0,05). Todas as andlises foram realizadas em duplicado e os resultados

apresentados como média + desvio padrao.
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Il1-RESULTADOS EXPERIMENTAIS

1. DETERMINACAO DO TEOR DE POLIFENOIS NOS
BROCOLOS E CANONIGOS

Os resultados obtidos para o TP encontram-se na Tabela 1.1 para cada um dos
extractos obtidos, expressos em equivalentes de acido galico — GAE por 100 g

de peso fresco (PF).

Tabela 1. 3 — TPC para os diferentes extractos de brdcolos e candnigos, expressos em mggae/100 g PF.

Brocolos Candnigos
Ultra-sons n?g:::izg Ultra-sons :3:2:;:)
Metanol 108+ 62 102,540,12 25518 27827
Acetona 85+32 89+12 274,305 280+13
Agua 2,50,12 2,8%0,72 7+23 6+12

a - Diferenca estatisticamente significativa entre os solventes testados, p < 0,05.

Os resultados mostram um TP méximo de 280+13 mggae /100 g PF para os
canonigos e 108+6 mgcae /100 g PF para os brocolos. Assim, poder-se-a dizer
gue os candnigos apresentam um teor de polifendis totais cerca de 2 a 3 vezes
superior ao dos brécolos. Em relagdo aos trés solventes testados (em ambas
as técnicas de extraccdo), a dgua revelou menor eficiéncia na extraccdo dos

polifendis, tanto nos brécolos como nos candénigos (p < 0,05).

No caso dos candnigos ndo houve diferenca estatisticamente significativa (p >
0,05) entre a acetona e o metanol. Para os brécolos existe diferenca
significativa entre estes dois solventes (p < 0,05) onde o metanol foi o solvente
mais eficiente na extraccdo dos polifendis, obtendo um TPC de 108+6 mgcae
/100 g PF (ultra-sons).

Relativamente ao tipo de extraccdo estudada, ndo existe diferenca
estatisticamente significativa entre o agitador mecanico e o ultra-sons (p >
0,05) para ambos os vegetais, mostrando que a técnica de extrac¢cdo usada
ndo influenciou a extraccdo dos polifendis. Esta observacdo verifica-se para
todos os métodos espectrofotométricos utilizados ao longo do trabalho

experimental.
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2. DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

2.1. DETERMINACAO DO PODER REDUTOR PELO METODO

HEXACIANOFERRATO DE POTASSIO

A Tabela 2.1 mostra o PR obtido para cada extracto dos brécolos e dos
candnigos, expressos em equivalentes de quercetina — QE por 100 g de peso

fresco.

Tabela 2. 1 - PR para os diferentes extractos de brdocolos e candnigos, expressos em mgqe/100 g PF.

Brécolos Canénigos
Ultra-sons r':gci:tgr?i?:g Ultra-sons :3:2:2;
Metanol 99+52 105,1+0,72 217413 23847
Acetona 71142 74+£12 20749 216410
Agua ND ND ND ND

ND — néo detectado
a - Diferenca estatisticamente significativa entre os solventes testados, p < 0,05.

A Tabela 2.1 mostra que 0s extractos de canodnigos apresentam um PR
superior ao dos brocolos, cerca de 2 vezes superior para oS extractos em
metanol e 3 vezes para 0s extractos em acetona. Neste método, ndo foi
detectado poder redutor nos extractos onde foi usado agua como solvente
extractor.

Quando se avalia a influencia do solvente de extraccdo na capacidade
redutora, constata-se que enquanto para 0s brdcolos o extracto metandlico
apresenta actividade significativamente superior ao extracto da acetona (p <
0,05), no caso dos canodnigos ndo se observam diferencas estatisticamente

significativas entre os dois solventes.
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2.2. METODO DO FRAP (FERRIC REDUCING ANTIOXIDANT

POWER)

A Tabela 2.2 mostra a capacidade antioxidante obtida para cada extracto dos
brécolos e dos candnigos, expressos em equivalentes de trolox — TE por 100 g
de peso fresco.

Tabela 2. 2 — CA para os diferentes extractos de brdcolos e canénigos, expressos em mgy/100 g PF.

Brécolos Canénigos
Ultra-sons n?gci:tgr?i?:g Ultra-sons :glt;l:izro
Metanol 117+72 104462 31647 341+41
Acetona 62+22 54+42 321+15 327,2+0.7
Agua 1,76+0,082 2,9+0,22 7+22 4+12

a - Diferenca estatisticamente significativa entre os solventes testados, p < 0,05.

Através da andlise da Tabela 2.2, torna-se perceptivel a diferenca da
capacidade antioxidante entre os brdcolos e os canodnigos, cerca de trés vezes
superior para os canoénigos. Além disso, tal como nos métodos anteriores a
agua foi o solvente menos eficaz comparativamente com o metanol e a acetona
(p < 0,05) na extrac¢do dos compostos fendlicos para ambos os vegetais, e por
consequente, estes foram o0s extractos que apresentaram menores valores de

capacidade antioxidante.

Relativamente aos outros dois solventes testados (metanol e acetona), para os
brocolos volta a existir diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05), tendo
sido os extractos em metanol que apresentaram valores superiores de
capacidade antioxidante. No caso dos candnigos nao houve influéncia por

parte destes dois solventes (p > 0,05).
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2.3. METODO DO ABTS

A Tabela 2.3 mostra a capacidade antioxidante obtida para cada extracto dos
brécolos e dos candnigos, expressos em mg de TE por 100 g de peso fresco.

Tabela 2. 3 — CA para os diferentes extractos de brdcolos e canénigos, expressos em mg;¢/100 g PF.

Brécolos Canénigos
Ultra-sons r':gci:tgr?i?:g Ultra-sons :3:2:&;
Metanol 20142 193192 571+10 617182
Acetona 104+12 1134132 546+19 540450
Agua 26,3+0,3? 23+]12 28+22 394222

a - Diferenca estatisticamente significativa entre os solventes, p < 0,05.

Mais uma vez a diferenca é notavel entre os brdcolos e os canénigos: de 23+1
a 201+4 mgre/100 g PF e de 28+2 a 617+82 mgre/100 g PF, respectivamente.
Tal como os resultados anteriores, a agua voltou a ser o solvente menos eficaz

relativamente ao metanol e a acetona (ANOVA p < 0,05).

Analisando os resultados dos brécolos, o tipo de solvente (metanol e acetona)
voltou a mostrar influéncia na extrac¢do (p < 0,05), uma vez que 0s extractos
em metanol apresentaram maior capacidade antioxidante do que os extractos
em acetona (aproximadamente 2 vezes). No caso dos candnigos esta diferenca
nao foi significativa (p > 0,05). No entanto, apesar dos extractos em metanol
(agitador mecanico) terem apresentado uma capacidade antioxidante de
617+82 mgre/100 g de PF, é de salientar o valor elevado do desvio padréo
(x82) que podera ser resultado de erros cometidos por parte do operador

durante a execuc¢ao do ensaio.
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2.4. ENsaAlIO DO DPPH

A tabela seguinte mostra o poder anti-radicalar (PAR) para cada extracto dos

brdcolos e dos candnigos, expressos em % de PAR.

Tabela 2. 4 — Poder anti-radicalar obtido para cada extracto de brdocolos e candnigos, expressos em % PAR.

Brocolos Canonigos
Ultra-sons n':‘g:;:;; Ultra-sons :3:;:;;
Metanol 11,3+0,12 9,440,72 48,53+0,032 56+8
Acetona 4,44+0,072 4,0+0,52 86+122 58+5
Agua ND ND ND ND

ND — néo detectado

a - Diferencga estatisticamente significativa entre os solventes, p < 0,05.

Pela analise da Tabela 2.4, verifica-se novamente que o0s candnigos
apresentam um poder anti-radicalar superior (8612 % PAR) aos dos brocolos
(11,3+0,1 % PAR). Tal como aconteceu no método do PR, os extractos em

agua para ambos os vegetais nao evidenciaram PAR.

No caso dos brécolos existe novamente diferencga estatisticamente significativa
entre a acetona e o metanol (p < 0,05), aproximadamente 2 a 3 vezes superior

para o metanol.

Para os canonigos houve uma ligeira diferenca de resultados em relagdo aos
métodos anteriores. Para o ultra-sons 0s extractos que apresentaram maior
poder anti-radicalar foram os extractos em acetona com 86+12 % PAR e os
extractos em metanol mostraram apenas 48,53+0,03 % PAR. No caso do
agitador mecanico nao houve diferenca significativa entre os dois solventes (p
> 0,05).

55



Il1-RESULTADOS EXPERIMENTAIS

3.ESsTUDO DA  COMPOSICAO FENOLICA DOS
CANONIGOS ATRAVES DA HPLC-DAD-ESI/MS/MS

3.1. OPTIMIZACAO DAS CONDICOES DE EXTRACCAO

Para se proceder ao estudo da composicdo fendlica nos extractos de
canodnigos, verificou-se inicialmente a influéncia do solvente e da técnica de
extraccdo por HPLC-DAD uma vez que esta técnica é mais especifica que os

métodos espectrofotométricos anteriormente utilizados.

As figuras que se seguem ilustram os cromatogramas obtidos para a influéncia
do solvente usado (Fig. 3.1) e da técnica de extraccéo (Fig. 3.2). A identificacédo

correspondente de cada pico sera feita no Subcapitulo 3.2.

350 -

—— Acetona
300 4 —— Metanol
Agua

250 ~

200 ~

150 A

Altura / mAU

100 A

o] |
N UJ\A L N

30 40 50 60 70 80

Tempo de retengdo / min

Fig. 3. 1 — Cromatogramas obtidos para os diferentes extractos usando solventes diferentes para os canénigos
através de HPLC-DAD a 280 nm.

Através da andlise da Fig. 3.1 poder-se-a confirmar que o solvente mais eficaz
na extraccao dos polifendis dos canonigos € o metanol. Isto porque foi com o

metanol que se obteve um cromatograma com picos mais Simeétricos e
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consequentemente mais estreitos, com areas mais elevadas em comparagao
com o0s picos obtidos para a acetona como solvente extractor. J4 o
cromatograma obtido com a dgua como solvente néo evidenciou henhum pico.

A figura seguinte (Fig. 3.2) mostra de uma forma clara que a técnica de
extraccdo mais eficaz para a extraccéo dos polifendis no caso dos canonigos é

0 agitador mecanico.

140 ~
—— Agitador Mecanico
120 + Ultrasons
100 o
2
= 80
g
2 60
<
40 -
20 J
0 - L A J A N,
r T T T 1
30 40 50 60 70

Tempo de retengéo / min
Fig. 3. 2 — Cromatogramas obtidos para os extractos metandlicos utilizando diferentes técnicas de extracg¢do para
0s canodnigos a 280 nm.

Assim, as condi¢fes de extraccao utilizadas em estudos posteriores foram o
metanol como solvente extractor e o agitador mecanico como técnica de

extraccao.
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3.2. IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DA COMPOSICAO
FENOLICA DOS CANONIGOS

3.2.1. IDENTIFICAGAO ATRAVES DE HPLC-DAD

A Fig. 3.3 mostra o cromatograma obtido para o extracto metandlico dos
candnigos a um A de 280 nm. Seguidamente sera efectuada a caracterizacéo
deste mesmo extracto por espectrometria de massa, assim como uma analise

pormenorizada para cada pico.

350 ~
300 A

250 A

200 A

150 -

Altura / mAU

100 -

50 A

N O

30 40 50 60 70 80

Tempo de retengéo / min

Fig. 3. 3 — Cromatograma obtido para o extracto metandlico dos canénigos através a 280 nm.

3.2.2. CARACTERIZACAO DO EXTRACTO METANOLICO ATRAVES DE HPLC-
ESI/MS/MS

Devido a possivel formacdo de aductos e a interferéncias de pureza com a
linha de base, houve a necessidade de analisar os picos 3, 4 e 5 em modo
negativo, [M — H]". As condi¢des de andlise foram as mesmas que as descritas
no Quadro 3.1 (Capitulo 3 do Material e Métodos), com a excepc¢ao do solvente
A onde foi usado 0,1% de acido férmico em vez de acido acético.
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A Tabela 3.1 descreve resumidamente a composicao fendlica para o extracto

metandlico.

Tabela 3. 1 - Composicdo fendlica do extracto metandlico dos candnigos, através da HPLC-ESI/MS/MS.
Amax M+ H]*/

. . 2 3 s o
Pico tr (Min) (nm) [M - HJ" MS MS Identificacé@o Referéncias
145 (100) ‘. - Clifford et al., 2007
1 36.6 324 355/- 163 (100) 117 (35) Acido clorogénico Clifford et al. 2008
355 (100)
. Gouveia et al., 2009
2 40.7 316 3721/ - 163 (30) 163 (100) Composto desconhecido Clifford et al.. 2007
193 (25)
191 (100, . U
3 57.7 329 /515 353 (100) (100) 4 cido 1,3-dicafeoiiquinico Schiitz et al., 2005
179 (85) Gouveia et al., 2009
179 (100)
173 (80) Schitz et al., 2005
4 62.5 329 -/515 353 (100) Acido 4,5-dicafeoilquinico Gouveia et al., 2009
191 (40) Clifford et al., 2005
135 (30)
299 (100) . s .
5 63.8 344 -1593 284 (100) Luteolina 7-O-rutinésido Schitz et al., 2005
284 (20)
463 (100) ) . L :
6 66.0 344 609/ - 301 (40) 301 (100) Diosmetina 7-O-rutindsido Lin et al.,2007

v Pico1- Acipo CLOROGENICO

O pico 1 (tg = 36,6 minutos) exibiu um ido [M + H]" de m/z 355, que € indicativo
de um peso molar de 354, o que corresponde a massa molar do acido
clorogénico [51]. A sua fragmentacdo MS? produziu um ido [cafeoil + H]" de m/z
163. Este por sua vez originou um ido de m/z 145 (18 Da, expulsdo de uma

molécula de H,0).

v Pico 2 — CoMPOSTO DESCONHECIDO

O 2° pico, com um tempo de retencao de 40,7 minutos, apresentou um iao [M +
H]" de m/z 372. A sua fragmentac&o produziu um i&o [ac. clorogénico + M]* de
m/z 355, um segundo ido [cafeoil + H]" de m/z 163 e ainda outro o [Ac.
quinico + H]" de m/z 193. O fragmento de m/z 355 originou no MS? o i&o
[cafeoil + H]" de m/z 163. Uma vez que o padrdo de fragmentacdo € o mesmo

do acido clorogénico, podera sugerir de que se trate do acido clorogénico
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ligado a uma molécula de agua, ja que a diferenca entre m/z 372 e 355 é de 18

Da (molécula de 4gua).

v Pico 3 — AcIDO 1,3-DICAFEOILQUINICO

Aos 57,7 minutos identificou-se um ido [M — H] de m/z 515, tipico dos acidos
dicafeoilquinicos que apresentam um peso molar de 516. A fragmentacéo
deste composto originou um ido [4c. clorogénico — H]” de m/z 353. Este por sua
vez produziu um ido [4c. quinico — H] de m/z 191, que é resultante da
substituicdo de um grupo OH na posi¢do 3 do &cido quinico para se ligar o 2°
grupo cafeoil [13] e um segundo ido [ac. cafeico — H] de m/z 179 com 85% de

intensidade.

v Pico 4 — ACIDO 4,5-DICAFEOILQUINICO

O 4° composto saiu aos 62,5 minutos e exibiu um ido [M — H]" de m/z 515 (peso
molar = 516), sugerindo que também se trata de um acido dicafeoilquinico. A
sua fragmentacdo produziu um ido [ac. clorogénico — H]" de m/z 353 que por
sua vez originou um ido [ac. cafeico — H] de m/z 179 e um outro ido [ac.
quinico — H" — H,0] de m/z 173.

Em alguns casos este composto pode ser confundido com um isémero, o 3,4-
diCQA. De acordo com estudos efectuados [13, 52] é possivel distingui-los uma
vez que diferem na intensidade do i&o de m/z 335 no MS?. No caso do isémero
3,4-diCQA este ido aparece com maior intensidade (x 15%), enquanto no
isdbmero 4,5-diCQA o ido aparece com uma intensidade menor que 5% ou em
alguns casos € inexistente (como acontece na matriz em estudo). Assim, o pico

4 foi identificado como o acido 4,5-dicafeoilquinico.

v Pico 5 — LUTEOLINA 7-O-RUTINOSIDO

O pico 5 (63,8 minutos) produziu um iao [M — H] de m/z 593, sendo identificado

como luteolina 7-O-rutindsido. A fragmentacdo mostrou um ido [M — H — 294]
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de m/z 299 e por sua vez a sua fragmentacdo exibiu um ido [luteolina — H] de
m/z 284.

v Pico 6 — DIOSMETINA 7-O-RUTINOSIDO

Aos 66,0 minutos saiu o Ultimo pico com um ido [M + H]" de m/z 609. O MS?
originou um ido de m/z 463 (perda da ligacdo ramnose, 146 Da), que por sua
vez foi fragmentado e produziu um ido de m/z 301 (representa a aglicona),
sendo assim identificado como diosmetina 7-O-rutindsido. A Fig. 3.4 ilustra um
mecanismo possivel para a fragmentacdo deste composto obtido pelo
programa HighChem MassFrontier 1.0.

PO TS
e %@ﬁ

mfz 609

mz 301

Fig. 3. 4 — Mecanismo proposto para a fragmentacao da diosmetina 7-O-rutinésido pelo programa HighChem
MassFrontier 1.0.
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4. QUANTIFICACAO DO AcIDO CLOROGENICO NOS

CANONIGOS

Os resultados obtidos para o0s extractos em metanol analisados estédo

representados na Tabela 4.1:

Tabela 4. 1 - Teor de ACG nos extractos metandlicos dos canénigos, expressos em mg ACG/100 g PF.

Area mg ACG/100 g Valores médios Desvio

0,
Amostra (MAU.min) PF (Mg ACG/100 g PF)  Padrao Y (0
#1 73.8 174
A 168 9 5
42 68,1 162

Através da recta do acido clorogénico (Fig. 4.2) obtida no Capitulo 4 (Material e
Métodos), calculou-se o teor de ACG na matriz dos canénigos tendo-se obtido
um valor médio de 168+9 mg ACG/100 g de peso fresco.

4.1. VALIDACAO DA METODOLOGIA

A metodologia utilizada foi validada através do intra-day CV (5,7%) e do inter-
day CV (4,4%). Estes valores sdo menores do que 6 %, demonstrando que o
método é preciso e confirmando a estabilidade dos extractos de candnigos
durante o periodo de avaliacdo. Além disso o coeficiente de correlacdo linear
(R?) obtido foi de 0,9997 traduzindo uma boa linearidade do método, Tabela
4.2.

Tabela 4. 2 - Factores da metodologia proposta.

Equagéo da recta o L
(y = ax - b) R2 LOD LOQ Precisdo Intra-day Precisdo Inter-day
a b (mg/L)  (mg/L) (CV%; n=5) (CV%; n=3)
2,26+0,02  -5x2 0,9997 4,5 15,1 57 4,4
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DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Neste capitulo serdo discutidos todos os resultados obtidos ao longo do
presente trabalho. Em primeiro lugar irdo ser abordados os resultados
referentes a determinacdo do teor de polifendis totais e da respectiva
capacidade antioxidante nos brocolos e canonigos através das técnicas
espectrofotométricas (Capitulos 1 e 2). Seguidamente serdo discutidos o0s
resultados referentes aos estudos realizados através das técnicas

cromatograficas para os canonigos (Capitulo 3).

1. DETERMINACAO DO TEOR DE POLIFENOIS TOTAIS

Existem varios factores que influenciam a extraccdo dos polifendis e
consequentemente a sua capacidade antioxidante, tais como as propriedades
coloidais dos substratos, o tipo de solvente usado, as condi¢cdes e 0s estagios
da oxidacdo, a formacédo e estabilidade dos radicais livres, bem como a
possivel localizacdo dos antioxidantes [53]. Além disso a natureza quimica dos
polifendis também € variavel, bem como as possiveis interaccbes dos
polifendis com hidratos de carbono, proteinas, acido ascoérbico, clorofila, entre
outros componentes presentes nos vegetais [39]. As misturas entre o0s
solventes (metanol-agua; acetona-agua; acetona-agua-acido aceético, entre
outros) poderdo contribuir para o aumento da eficiéncia da extraccdo de
polifendis nos vegetais, no entanto € dificil desenvolver um procedimento de
extraccdo de polifendis que seja completamente satisfatério e aplicavel para
todos(as) os(as) vegetais/plantas [16, 39, 40]. Devido a todos estes factores
interferentes é aconselhavel realizar mais do que um método para avaliar a
actividade antioxidante atendendo as diferencas existentes em cada método
[46, 54] e igualmente pelo facto de nao existir um método oficial aceite

universalmente.

Os resultados obtidos na avaliacdo das amostras de brocolos e candnigos
mostram uma diferenca substancial entre estes dois vegetais, tendo sido sendo
superiores para 0s canénigos: nos brocolos o TPC varia entre 853 e 1086

Mgcae/100 g PF e no caso dos candnigos o TPC varia entre 255+8 e 28013
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Mgcae/100 g PF (valores para extractos em metanol e acetona). A justificacédo
para esta diferenca significativa poderd dever-se ao facto da localizacdo dos
antioxidantes estar muitas vezes na regiao exterior da planta/vegetal, uma vez
gque os mesmos exercem um efeito protector sobre os vegetais [28]. Os
resultados obtidos estdo de acordo com os mencionados por Podsedek, 2007
[10], onde relata que o teor de polifendis totais nos brécolos varia entre 34,5 e
337,0 mg/100 g PF. A agua foi o solvente que mostrou menor eficiéncia na
extraccdo dos polifendis, o que vem de acordo com o descrito por Sun et al.,
2007 [46], onde é referido que a agua sozinha ndo é um bom solvente extractor
de compostos fendlicos. No caso dos brocolos houve diferenca
estatisticamente significativa entre o metanol e a acetona, vindo a confirmar
gue o tipo de solvente usado tem impacto na extraccdo de polifendis, tal como
Zhao et al., 2006 [55] descreveram.

2. DETERMINACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

Existem varios métodos para avaliar a capacidade antioxidante dos vegetais.

No presente estudo utilizaram-se quatro métodos: PR, FRAP, ABTS e DPPH.

Com o objectivo de analisar o PR dos compostos fendlicos presentes nos
brécolos e nos candnigos, empregou-se 0 método do hexacianoferrato de
potassio, usando a quercetina como antioxidante padrdo. Os resultados
mostram uma capacidade redutora duas (extractos em metanol) a trés
(extractos em acetona) vezes superior para 0s canbnigos em relacdo aos
brécolos. Neste método, ndo foi detectado poder redutor nos extractos onde foi
usado agua como solvente extractor. Isto podera dever-se ao facto dos
flavondides, que sdo os principais compostos fendlicos presentes nos vegetais,
serem mais solliveis em metanol e acetona do que em &agua [46].
Relativamente ao método FRAP o antioxidante padréo usado foi o trolox. Neste
método os resultados mostram novamente uma diferenca notdria existente
entre os brécolos e 0os candnigos. Entre os extractos em metanol, os canénigos
apresentaram uma capacidade antioxidante 3 vezes superior, enquanto nos
extractos em acetona a diferenca entre os dois vegetais € cerca de 6 vezes

Y

mais para 0s canonigos. Em relagdo a agua como solvente extractor, 0s
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resultados mostraram baixa capacidade antioxidante por parte dos compostos
presentes nos extractos, quer dos brocolos quer dos candnigos. Segundo
Pandino et. al., 2011 [45], a interpretacdo dos resultados deste método €&
complexo uma vez que a capacidade antioxidante depende da qualidade e

quantidade dos compostos fendlicos presentes nas matrizes.[46].

Os resultados do método ABTS mostram de forma clara que os candnigos
possuem uma capacidade antioxidante entre 3 (extractos em metanol) a 5
(extractos em acetona) vezes superior em relacdo aos brécolos. Este foi o
método onde os extractos em agua (brocolos e candnigos) mostraram maior
capacidade antioxidante: 26,3+0,3 e 39+22 mgre/100 g PF respectivamente,
em relacao aos dois métodos anteriores, nomeadamente ao método FRAP.

Por fim empregou-se o método do DPPH, e os candnigos mostraram um poder
anti-radicalar cerca de 6 (metanol) a 20 (acetona) vezes superior aos brécolos.
Tal como aconteceu no método do poder redutor, os extractos em agua de
ambos os vegetais em estudo ndo exibiram poder anti-radicalar. Para o0s
canolnigos os extractos em acetona (ultra-sons) foram os que mostraram maior
poder anti-radicalar, com 86+12 % PAR. Apesar de nos métodos anteriores nao
existir diferenca estatisticamente significativa entre o metanol e a acetona, foi o
metanol o solvente extractor ligeiramente mais eficaz na extraccdo dos
polifendis nos canonigos. Este facto vem reforgar a ideia de que a solubilidade
dos compostos fendlicos varia de acordo com a polaridade do solvente usado,
do grau de polimerizacdo e das suas interac¢gdes com outros constituintes da
matriz [23]. Mais uma vez, 0s nossos resultados estdo de acordo com o estudo
feito por Sun et al., 2007 [46], que avaliaram a capacidade antioxidante dos
flavovoides presentes em espargos e brocolos, onde relatam que os extractos
em metanol e acetona apresentaram valores superiores de poder anti-radicalar
em relacdo aos extractos em agua. Um outro estudo realizado por Wijngaard et
al., 2009 [28] sobre fontes de antioxidantes em frutas e em subprodutos
(nomeadamente de brocolos) revelam também que o metanol foi o solvente
extractor mais eficaz para as matrizes em estudo. Uma razdo que podera
justificar a eficiéncia do metanol em relacdo aos restantes solventes € porque o

alcool causa instabilidade nas membranas celulares facilitando a extrac¢do dos
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polifendis; além disso inactivam as enzimas contribuiendo para a estabilizacao

dos compostos extraidos [40].

Os resultados mostram que as técnicas de extraccdo (agitador mecénico e
ultra-sons) utilizadas no presente estudo nao influenciaram a extraccdo dos

polifendis, quer nos brocolos quer nos candnigos.

3. ESTUDO DA COMPOSICAO FENOLICA DOS CANONIGOS
POR HPLC-DAD-ESI/MS/MS

Apés a verificacdo da existéncia de polifendis na matriz de candnigos aplicou-
se a metodologia do HPLC-DAD-ESI-MS/MS para a separacdo e
caracterizacdo da composicao fendlica no extracto dos mesmos. Segundo o
nosso conhecimento, este € o primeiro estudo a efectuar a caracterizacdo da
composi¢do fendlica nos candnigos. No total, foram identificados trés &cidos
hidroxicindmicos (o &cido clorogénico, os acidos 1,3-dicafeoilquinico e 4,5-
dicafeoilquinico) e duas flavonas (a luteolina 7-O-rutindsido e a diosmetina 7-O-
rutindsido), onde se destacou o acido clorogénico como composto principal da
matriz, evidenciando teores de 168+9 mg ACG/100 g PF.
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CONCLUSOES

A extraccao de compostos fendlicos a partir de vegetais é um passo importante
para a obtencdo de polifendis totais que evidenciem uma actividade
antioxidante pretendida que seja Util para as industrias [50]. Perante o conjunto
dos resultados obtidos pelos métodos espectrofotométricos, devem-se ter em
conta varios aspectos. Em primeiro lugar, a diferenca de resultados entre os
canonigos e os brécolos foi significativa, quer em relagédo ao teor de polifendis
totais quer a capacidade antioxidante de ambos. Os candnigos quando
comparados com o0s brocolos mostraram teores 3 vezes superiores de
polifendis totais, bem como 4 a 22 vezes maior capacidade antioxidante. Outro
aspecto observavel é em relacdo aos trés solventes usados no estudo. Em
geral, o metanol e a acetona foram o0s solventes mais eficazes na extracgdo
dos compostos fendlicos do que a 4gua, uma vez que foram os extractos em
metanol e em acetona que apresentaram maior teor de polifendis totais e
capacidade antioxidante, comparativamente com os extractos em agua. Como
ja anteriormente dito, este facto deve-se a presenca maioritaria de flavonoides,
guer nos brocolos quer nos candnigos, e estes serem muito mais solGveis em
metanol e acetona, do que em &agua [46]. Além disso, Sun et al., 2006 [46]
defendem que a agua sozinha ndo é um bom solvente para a extracgdo de
polifendis. O grau de eficiéncia dos solventes apresentado ao longo do trabalho
poderd ser mostrado da seguinte forma: metanol> acetona> agua. Assim
sendo, 0s nossos resultados vao de encontro com outros estudos realizados
sobre a influéncia do solvente na extraccdo de polifendis em vegetais.

Em suma, poder-se-4 afirmar que se torna importante realizar varias
metodologias para avaliar a capacidade antioxidante, dadas as diferengas de
resultados obtidos existentes entre os diferentes métodos e as possiveis

influéncias a que cada um esta sujeito.

Apos a verificacdo da existéncia de polifendis na matriz dos candnigos aplicou-
se a metodologia do HPLC-DAD-ESI-MS/MS para a separagédo e
caracterizagdo da composicdo fendlica no extracto dos mesmos. No total,

foram identificados cinco compostos fendlicos, onde se destacou o acido
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clorogénico como composto principal na mesma matriz, com 168+9 mg
ACG/100 g PF.
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ANEXO A

INSTRUMENTACAO E REAGENTES USADOS
INSTRUMENTACAO

A instrumentacao utilizada ao longo da realizacdo experimental deste trabalho

encontra-se seguidamente descrita:

v

v
v

<\

Balanca analitica Mettler, modelo AES50, para pesagem rigorosa dos
reagentes;

Balanca Mettler, modelo PE200, para pesagem dos reagentes;

Banho de ultra-sons Cole-Parmer, 8891, para homogeneizagdo e

desgaseificacdo de solucdes;

Espectrofotdmetro Schimadzu UvVv-3101, para estudos
espectrofotométricos;
Células espectrofotométricas de poliestireno, Biochrom Ltd;

Medidor de pH Metrohm, modelo 605, equipado com um eléctrodo de
vidro combinado Metrohm. Antes de cada utilizacdo, o medidor de pH foi
calibrado com solugdes de referéncia de pH 7 e pH 4;

Micropipetas Gilson Pipetman (P200 — capacidade maxima de 200 uL;
P1000 — capacidade maxima de 1000 uL e P5000 — capacidade maxima
de 5000 pL, para medicbes de pequenos volumes. A medicdo de
volumes superiores a 5000 upL foi efectuada com material de vidro
aferido;

Sistema Millipore SimplicityTM 185, para filtracdo e purificacdo da agua
utilizada na preparacao das solucdes e eluentes para cromatografia;
Agitador mecéanico modelo yellow line TTS2-IKA para agitacdo dos
extractos obtidos (candnigos e brocolos).

Vortex Yellow Line, TTS 2, para agitacdo e homogeneizacdo de
solucdes.

Filtros Whatman™, 55 mm, usados na filtracdo dos extractos;

Bomba de vacuo VWR, PM20405-86.

Filtros de nylon 0.45 pm (Whatman™), usados na filtracdo dos solventes

para uso de HPLC.

As analises por HPLC com deteccéo por diodos (HPLC-DAD) foram efectuadas

num cromatégrafo com as seguintes caracteristicas:
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Unidade de gradiente quaternario Jasco, modelo PU-2089 Plus;
Unidade de desgaseificacdo Jasco, modelo DG-1580-54;
Bomba Jasco, modelo PU-1580;

Amostrador automatico Jasco, modelo AS-950;

Detector de multiplos comprimentos de onda Jasco, modelo MD-1510;

DN NI N NN

Caixa de interface Jasco, modelo LC-Net Il / ADC.

O sistema acima descrito foi controlado pelo programa HSS-1500, versao 3.4.7
Jasco, que operou em conjunto com o programa Borwin-PDA, versao 1.50
JMBS Developments, para o processamento de dados cromatogréficos e com
0 programa Spectra-Manager, versdo 1.40 Jasco, para 0 processamento de
espectros de absorcao.

As analises por HPLC/MS/MS foram realizadas num cromatografo Finnigan
LCQ DECA XP MAX com as seguintes caracteristicas:

v" Unidade de gradiente quaternario Finnigan Surveyor Plus;

v" Bomba Finnigan Surveyor LC Pump Plus;

v' Amostrador automatico Finnigan Surveyor Plus;

v' Detector de espectrometria de massa Finnigan LCQ DECA XP Plus
(fonte de ionizacdo: electrospray (ESI) e analisador de massa:
Quadropolo/lon Trap)

v' Detector de mdltiplos comprimentos de onda Finnigan Surveyor PDA
Plus;

v Caixa de interface Finnigan LCQ-DECA XP MAX.

REAGENTES E AMOSTRAS

As caracteristicas do acido clorogénico e dos reagentes utilizados ao longo da
realizacdo experimental deste trabalho encontram-se indicadas nas Tabelas

seguintes.
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Tabela 1. 1 — Caracteristicas do composto fendlico usado no trabalho experimental.

Composto fendlico Pureza Fabricante

Acido Clorogénico 99% Sigma-Aldrich

Tabela 1. 2 — Caracteristicas gerais dos reagentes utilizados no trabalho experimental.

Reagente Pureza Fabricante
Metanol (CH;0H) Solvente para HPLC Merck
Acetona (CH;COCH5) 99-100% Merck

Acido acético (CH;COOH) 100% anidro Merck

Acido férmico (HCOOH) 99-100% VWR-Prolabo
Acido cloridrico (HCI) 37% Pronalab

Tabela 1. 3 — Caracteristicas dos reagentes utilizados no método do Folin Ciocalteau.

Reagente Pureza Fabricante
Acido galico - Fluka
Carbonato de sddio anidro - Merck
Folin Ciocalteau - Merck
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Tabela 1. 4 — Caracteristicas dos reagentes utilizados no método do Poder Redutor.

Reagente

Fabricante

Hexacianoferrato (Ill) de potassio

Fosfato de sodio

Metanol

Tricloreto de ferro hexahidratado

Acido tricloroacético

Quercetina

Sigma-Aldrich
Merck
Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Tabela 1. 5 — Caracteristicas dos reagentes utilizados no método do FRAP.

Reagente

Pureza Fabricante

Acetato de sédio trihidratado
TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina)
Tricloreto de ferro hexahidratado

Trolox (4cido 6-hidroxi-2,3,7,8-tetrametilcromio-2-

carboxilico)

Metanol

Acido cloridrico

Acido acético glacial

p.a
37%

Merck
Fluka

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Merck
Pronalab

Pronalab

Tabela 1. 6 — Caracteristicas dos reagentes utilizados no método do ABTS.

Reagente Pureza Fabricante
ABTS (2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-acidosulfénico) ) Fluka
Persulfato de potassio Sigma-Aldrich
Metanol Merck

Trolox Sigma-Aldrich

Tabela 1. 7 — Caracteristicas dos reagentes utilizados no método do DPPH.

Reagente Pureza Fabricante
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) Sigma-Aldrich
Acetato de sédio Merck
Metanol Merck

p.a: para analise
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