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RESUMO

O trabalho tem como objetivo determinar propriedades funcionais de tecidos vegetal e
microbiano visando fornecer subsidios para uma dieta saudavel. O tecido vegetal escolhido
para este estudo foi a cebola cultivada na regido sul do Rio Grande do Sul e a microalga
chlorella, que sera avaliada como padrdo de funcionalidade. As amostras de cebolas foram
fornecidas e separadas em classes comerciais, conforme o Regulamento Técnico de
Qualidade de Cebola, aprovado em 1995 pelo Ministério da Agricultura, do Abastecimento e
da Reforma Agraria, pelos técnicos da EMATER - Rio Grande. A composi¢ao centesimal, pH
e acidez (AOAC, 2000) e os compostos fendlicos da cebola que foram extraidos em trés
sistemas solventes sob condi¢cdes padronizadas (etandlico, aquoso, acetato de etila) e
quantificados colorimétricamente com reagente de Folin-Ciocalteau. Na microalga chlorella
os fenois foram extraidos em sistema solvente metanolico. O teor de lipidios foi determinado
pelo método de Bligh & Dyer para ambas as matrizes, os acucares redutores foram
determinados conforme método do 3,5-DNS (MILLER) para as amostras de cebola e na
microalga chlorella foi estimado por diferenca. Nas cebolas foi estimada a atividade
especifica de catalase, peroxidase e polifenoloxidase. A estimativa do potencial funcional
dos compostos fendlicos foi indicada pela capacidade de sequestrar o radical livre (DPPH),
inibicdo da agao de enzimas oxirredutases € inibicao de producio de peréxidos e compostos
oxidados em sistemas lipidicos. Nos extratos de cebola a média dos teores de fendis em
solvente metanol, agua e acetato de etila foram respectivamente 2,3; 3 e 0,08 mg/g de
cebola. Os valores para umidade variaram entre 88,3 e 88,6%, lipidios entre 0,16 e 0,19%,
proteinas entre 0,86 e 1,04%, cinzas entre 0,73 e 0,76%, fibras entre 0,6 e 0,7%, aglcares
redutores entre 3,73 e 5,2%, o pH entre 5,08 e 5,23, a acidez entre 0,29 e 0,38%. A
microalga chlorella apresentou 56,9% de proteina, 4,1% de umidade, 6,3% de cinzas, 22,3%
de agucares redutores, 2,8% de fibra-bruta, 7,6% de lipidios, 0,2% de acidez e pH 5,7. A
atividade especifica da catalase nas diferentes classes de cebola variou entre 0,014 e 0,025
mg H.O./min/mg proteinas, sendo os maiores valores encontrados nas classes 2 e 3. A
polifenoloxidase nao foi detectada nas diferentes classes enquanto que a atividade
especifica da peroxidase variou entre 0,003 e 0,031 abs/min/mg proteinas. Todos o0s
extratos apresentaram atividade seqlestradora do radical livre DPPH, porém o extrato de
cebola extraido com acetato de etila foi o que apresentou maior inibicdo especifica (53%)
em relagcdo aos demais. As velocidades maximas da reagao de escurecimento enzimatico
diminuiram em presenga dos extratos de cebola e chlorella, 0 que caracteriza o efeito de
inibicdo da oxidacdo do guaiacol catalisado pela peroxidase. O extrato mais promissor para
evitar a oxidagao ocasionada pela catalise metalica em sistema lipidico foi o extrato de
cebola extraido com acetato de etila com uma inibicado percentual de 53% acompanhado
pela menor formagédo de perdxido (até trés vezes menor) e de malonaldeido (1,5 vezes
menor) ao longo do tempo do experimento.

Palavras-chave: antioxidante, enzimas, fenoéis.



ABSTRACT

The work has as objective to determine functional properties in vegetal and microbian tissues
aiming at to supply subsidies a healthful diet. The tissue vegetal chosen for this study was
the onion cultivated in the southern region of the Rio Grande do Sul and the microalgae
chlorella, that it will be evaluated as functionality standard. The samples of onions had been
supplied and separate in commercial classrooms, as the Regulation Technician of Quality of
Onion, approved in 1995 for the Ministry of Agriculture, the Supplying and the Agrarian
Reformation, for the technician of the EMATER — Rio Grande. The centesimal composition,
pH and acidity (AOAC, 2000) and the phenolic composites of the onion that had been
extracted in three solvent systems under conditions standardized (ethanolic, watery, acetate
of etila) and quantified colorimetrically with reagent of Folin-Ciocalteau. In the microalgae
chlorella the phenols had been extracted in methanolic solvent system. The content of lipids
was determined by the method of Bligh & Dyer for both the matrices, the reducing sugars
had been determined in agreement method of 3,5-DNS (MILLER) for the samples of onion
and in the microalgae chlorella was esteem by difference. In the onions the specific activity of
catalase was esteem, peroxidase and poliphenoloxidase. The estimate of the functional
potential of phenolic composites was indicated by the capacity to scavenging the radical
(DPPH), inhibition of the enzyme action oxirredutases and inhibition of production of
peroxides and composites oxidated in lipidicos systems free. In onion extracts the average of
phenol texts in solvent methanol, water and acetate of etila had been respectively 2,3; 3 and
0,08 mg/g of onion. The values for humidity had varied between 88,3 and 88,6%, reducing
lipids between 0,16 and 0,19%, proteins between 0,86 and 1,04%, leached ashes between
0,73 and 0,76%, staple fibers between 0,6 and 0,7%, sugars between 3,73 and 5,2%, pH
between 5,08 and 5,23, the acidity between 0,29 and 0,38%. The microalgae chlorella
presented 56.9% of protein, 4.1% of humidity, 6.3% of leached ashes, 22.3% of reducing
sugars, 2.8% of fiber-rude, 7.6% of lipids, 0.2% of acidity and pH 5,7. The specific activity of
catalase in the different classrooms of onion varied between 0,014 and 0,025 mg
H.O./min/mg proteins, being the biggest values found in classrooms 2 and 3.
Poliphenoloxidase w as not detected in the different classrooms while that the specific
activity of peroxidase varied between 0,003 and 0,031 abs/min/mg proteins. All the extracts
had presented scavenging activity of free radical DPPH, however the extract of onion
extracted with acetate of etila was what it presented greater specific inhibition (53%) in
relation to excessively. The maximum speeds of the reaction of enzymatic blackout had
diminished in presence of extracts of onion and chlorella, what it characterizes the effect of
inhibition of the oxidation of guaiacol catalyzed by peroxidase. The extract most promising to
prevent the oxidation caused for the metallic catalysis in lipidico system was the extract of
onion extracted with ethyl acetate with a percentile inhibition of 53% followed by the lesser
peroxide formation (up to three times lesser) and of malonaldeido (1,5 lesser times) to the
long one of the time of the experiment.

Keywords: antioxidants, enzymes, phenols.
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1. INTRODUCAO

A literatura apresenta a partir dos anos 90 um aumento no ndmero de estudos
demonstrando a importancia do uso de antioxidantes, principalmente aqueles obtidos de
extratos vegetais, microbianos e outros. Eles se mostram capazes de remover os radicais
livres ou modularem a geracao destas espécies oxidantes nos organismos ou em sistemas

reacionais geradores destas estruturas.

Os varios estudos com tecidos vegetais e microbianos, que vem sendo realizados
para caracterizar substancias que apresentem propriedades funcionais em suas estruturas,
sdo norteados pelo fato que o potencial funcional esta diretamente relacionado as
propriedades fisico-quimicas. Estda demonstrado que alimentos ou substancias possuem
componentes que afetam processos metabdlicos, fisioldgicos, resultando efeitos benéficos a
saude, prevenindo ou diminuindo os sintomas de doencas crbnicos degenerativas, tais
como, arteriosclerose, hipercolesterolemia, diabetes e outras. Assim a avaliacdo deste
potencial requer a caracterizacao fisico-quimica dos constituintes presentes nas matrizes
estudadas, isolamento e elucidagdo das estruturas moleculares, bem como a avaliagéo “in
vivo” ou “in vitro” de indicativos dos efeitos benéficos a salde de humanos e de animais de

criagao.

Entre os compostos bioativos, de origem vegetal, sdo encontradas estruturas
variadas, como os acidos fendlicos, derivados da cumarina, ligninas, taninos, flavonéides,
alcaldides e terpendides, sendo todos quimicamente capazes de atuarem como agentes
redutores, sequlestrantes de radicais livres, inativando a reatividade deles por desativacao
de seus elétrons desemparelhados.

Considerando que muitos vegetais de consumo disseminado na dieta sao ricos em
alguns tipos de compostos funcionais e que variaveis bioticas e abidticas de cultivo, colheita,
armazenamento e preparo influenciam na disponibilidade de funcionais foram escolhidos
para estes estudo a cebola e a microalga chlorella. Entre a grande quantidade de
metabdlitos secundarios sintetizados pelos tecidos vegetais, que estdo ganhando
importancia pela suas aplicacoes biologicas, principalmente no sentido de contribuirem para
melhoria da salde da populacdo destacam-se os compostos fendlicos. Os fenois sao
compostos organicos que contém um grupo hidréxi (-OH) ligado diretamente num anel
benzeno. Ao contrario dos alcoois normais, os fendis sdo acidos devido a influéncia dos
anéis aromaticos. Os fendis participam em grande nimero de processos metabdlicos de
plantas, sendo que 60% da producdo em biomassa da planta sdo compostos fendlicos,
entre os quais, os fendis monomeéricos (acido cinamico) e poliméricos (tanino e lignina). A
prevencao de processos oxidativos por estes fitoquimicos decorrente da estrutura
caracteristica pode torna-los adequados para sistemas aquosos ou lipidicos.
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A cebola cultivada na regido sul do Rio Grande do Sul e em diferentes partes do
mundo é considerada sob o aspecto nutricional como fonte de vitaminas e sais minerais,
além de apresentar propriedades terapéuticas comprovadas, como a protecdo contra
algumas infecgbes do aparelho digestivo, diminuicdo do nivel de glicose no sangue e
protecao contra a arteriosclerose. Pesquisadores demonstraram que a adenosina, presente
na cebola, impede a formagao de coagulos, podendo prevenir ataques cardiacos. Estudos
também indicam que a cebola pode proteger contra o entupimento de artérias pelo
colesterol, uma vez que elevam os niveis das lipoproteinas de alta densidade (HDLSs)
protetoras. Outras recomendagbes populares sugerem a ingestdo de grandes quantidades
de cebolas para prevenir a hipertensdo. Compostos de enxofre responsaveis pelo aroma da
cebola bloqueiam o potencial cancerigeno de alguns compostos quimicos. Além disso, a
cebola contém substancias que possuem um leve efeito antibacteriano.

A cebola (Allium Cepa L.) € uma das plantas cultivadas de mais ampla difusdo no
mundo, sendo a segunda hortalica em importancia econémica, com valor da producao
estimado em cerca de US$ 6 bilhdes anuais. A producdo mundial apresentou aumento de
cerca de 25% na Ultima década, o que coloca a cebola como uma das trés hortaligas mais
importantes ao lado do tomate e da batata. Somado a isto, o valor social da cultura de
cebola é inestimavel, sendo consumida por quase todos os povos do planeta, independente
da origem étnica e cultural, constituindo-se em um importante elemento de ocupacdo de
mao-de-obra familiar. Especialmente este aspecto é fundamental para o sul do Rio Grande
do Sul, que tem esta cultura como uma das mais importantes para os pequenos agricultores
da regido sul do estado. No entanto, nem sempre o esforco da producdo é compensado
comercialmente, pois as condigdes climaticas, o sistema de armazenamento e transporte
nem sempre propiciam que a cebola in natura atinja colocagao satisfatéria na classificacao
do Ministério da Agricultura.

A microalga chlorella, encontrada espontaneamente em tanques e lagos, foi
descoberta pelos japoneses, tradicionais consumidores de algas, que apreciam e utilizam
normalmente como complemento alimentar. Este povo atribui ao consumo desta alga
sensacado de bem estar e aumento de energia apdés um curto periodo de uso, associado a
sua alta concentracdo de vitamina Bi, que é rapidamente incorporada nos processos
metabdlicos.

Esta alga é rica em clorofila, proteinas, vitaminas, sais minerais e aminoacidos, por
isto recomendada como suplemento alimentar, além disto, apresenta algumas propriedades
importantes, como por exemplo, estimulante do sistema imunitario, auxilio nos regimes de
emagrecimento, no tratamento de obesidade, em disturbios digestivos e cardiovasculares,
na geriatria, e nos niveis de colesterol e triglicerideos elevados. Atualmente a China e o
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Japao sdo os maiores produtores de chlorella onde é cultivada em escala industrial com
processos biotecnolégicos bem definidos e eficientes. Estes também estdo sendo estudados
no Laboratério de Engenharia Bioquimica da FURG, visando ampliar escala de cultivo
sustentavel como alternativa para os produtores da regido, rica em recursos hidricos que
poderiam ser empregados para cultivo de microalgas.

No caso deste trabalho a escolha decorre da similaridade entre os efeitos benéficos
a salde a ela atribuidos serem similares aos das cebolas. Prevenir a oxidacdo ou
envelhecimento das células € uma fungédo importante, pois reduz os riscos de inUmeras
doencas cronicos degenerativas e se isto fica demonstrado através dos alimentos pode se
adotar interferéncias seguras na dieta da populacdo, agregar conhecimento aos saberes
populares, gerar alternativas para a produgao de alimentos e emprego de seus residuos. A
conseqliéncia disto sdo beneficios em diferentes niveis tais como sociais, do agronegécio e

saude publica.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL:

Caracterizar compostos bioativos presentes em tecidos vegetais € microbianos,
visando fornecer subsidios para uma dieta saudavel.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

< Determinar a composi¢cao centesimal de cebolas de diferentes classes comerciais e da
microalga chlorella empregada como suplemento alimentar.

«+» Determinar o contelido de fenois totais em extratos de cebola e chlorella amostradas.

% Medir o potencial antioxidante dos compostos fendlicos das amostras em sistemas

aquosos e lipidicos.

« Avaliar a atividade de enzimas O6xido-redutases nas diferentes classes de cebola
produzidas na regido sul do Rio Grande do Sul.



CAPITULO I

16



17

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. PROCESSOS OXIDATIVOS
3.1.1. Caracterizacado dos Processos Oxidativos

Os organismos vivos interagem com o meio ambiente visando manter um ambiente
interno que favoreca a sobrevivéncia, o crescimento e a reproducéo. O oxigénio molecular
(O,) obtido da atmosfera é vital para organismos aerdbicos, contudo, espécies reativas
formadas intracelularmente a partir do oxigénio ameacam a integridade celular por meio da
oxidacdo de biomoléculas, e podem comprometer processos biolégicos importantes
(RIBEIRO € et al., 2005).

Os sistemas biolégicos oferecem condigbes favoraveis para ocorréncia de reacoes
de carater oxidativo, devido a existéncia de lipidios insaturados nas membranas celulares
(JORDAO et al., 1998). As espécies reativas de oxigénio (EROs) atacam as cadeias de
acidos graxos poliinsaturados dos fosfolipidios e do colesterol, abstraindo um hidrogénio do
grupo metileno bis-alilico, iniciando assim o processo de peroxidacdo lipidica nas
membranas celulares. Os radicais de carbono formados podem reagir com oxigénio
originando radicais peroxila, que por sua vez podem atacar novas cadeias de acidos graxos
poliinsaturados, propagando a reacdo. O resultado deste processo é a oxidacdo de varias
moléculas de acidos graxos (SOUSA et al 2007; SINGH e RAJINI, 2004; RAMALHO e
JORGE, 2006).

Uma quantidade substancial de evidéncias tem indicado o papel chave dos radicais
livres e outros oxidantes como grandes responsaveis pelo envelhecimento, e pelas doengas
degenerativas associadas ao envelhecimento, como cancer, doencas cardiovasculares,
catarata, declinio do sistema imune e disfungdes cerebrais (GUTTERIDGE, 1993; KEHRER
e SMITH, 1994; HALLIWELL, 2000). Os radicais livres sao moléculas instaveis, pelo fato de
seus atomos possuirem um numero impar de elétrons. Para atingir a estabilidade, estas
moléculas reagem com substancias que apresentam elétrons desemparelhados (JORDAO
et al.,, 1998; HALLIWELL, GUTTERIDGE e CROSS, 1992). Estas estruturas podem ser
formadas no ambiente ou nos seres vivos em presenca de luz, temperatura, compostos

metalicos ou como intermediarios em reagdes metabolicas.

Para evitar os danos causados pelas EROs, os organismos desenvolveram varios
mecanismos de defesa, isto é, potenciais de neutralizagdo das acdes dos radicais livres,
chamados antioxidantes. Os antioxidantes podem ser definidos como substancias que ao
estarem presentes em pequenas concentracdes, quando comparadas ao substrato oxidavel,
retardam ou previnem significativamente o inicio ou a propagacao da cadeia de reagdes de
oxidagdo do mesmo (BIANCHI e ANTUNES, 1999; HALLIWELL et al., 1995). Estes
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antioxidantes estdo em permanente atividade no organismo, visto que a producdo de
energia no organismo é uma das principais causas da formacao de radicais, necessitando
estar presentes em quantidades suficientes para neutralizacao dos efeitos dos radicais livres
normalmente produzidos. Quando esta equivaléncia nao existe, pode-se dizer que esta

ocorrendo um estresse oxidativo.

3.1.2. Causas de Oxidacao nos Alimentos

Ap6s a colheita de frutas e hortalicas inicia-se uma série de processos degradativos
que aceleram a senescéncia, causando perdas de grande parte da producdo. Diversas
dessas perdas podem ser atribuidas a acao de enzimas durante a pés-colheita (ZANATTA,
ZOTARELLI e CLEMENTE, 2006). A peroxidase e a polifenoloxidase tém sido consideradas
as principais enzimas responsaveis pela deterioracdo da qualidade em muitas frutas e
vegetais. Estas enzimas podem participar de um grande niamero de reagdes oxidativas e de
biodegradacéo, tais como mudanca de cor, degradacéo da clorofila ou auxinas, oxidagao de
fendis, oxidagdo do acido indol acético, biossintese da lignina, e muitos destes fatores
também podem ser associados com flavour, cor, textura e qualidade nutricional dos
alimentos (VALDERRAMA, MARANGONI, CLEMENTE, 2001; ZANATTA, ZOTARELLI e
CLEMENTE, 2006; CARNEIRO, ROLIM e FERNANDES, 2003).

Os o6leos, gorduras e os alimentos que os contém estdo sujeitos a reagdes quimicas
que podem alterar as caracteristicas do produto final de maneira indesejavel, modificando as
qualidades organolépticas, além de efeitos toxicos causados pela ingestdao continua de
produtos rancificados. Estas reacdes de degradacdo dos lipidios, também chamadas de
rancidez ou rancificacdo, sdo o0s processos de deterioracdo mais importante nesses
produtos e podem ocorrer durante o processamento, estocagem e utilizacdo dos produtos
(BOBBIO e BOBBIO, 1992; ZAMBIAZI, 1999).

Os lipidios podem ser oxidados por diferentes caminhos e usualmente o inicio séo as
reacoes hidroliticas catalisadas pelas enzimas lipase ou pela agdo de calor e umidade, com
formacdo de acidos graxos livres. A oxidacdo por via enzimatica ocorre pela acado das
enzimas lipoxigenases que atuam sobre os acidos graxos poliinsaturados, catalisando a
adicdo de oxigénio a cadeia hidrocarbonada poliinsaturada. O resultado é a formagao de
peréxidos e hidroperoxidos com duplas ligacbes conjugadas que podem envolver-se em
diferentes reagbes degradativas. O mecanismo de fotoxidagdo de gorduras insaturadas é
promovido essencialmente pela radiacdo UV em presenca de fotossensibilizadores (clorofila,
mioglobina, riboflavina e outros) que absorvem a energia luminosa de comprimento de onda
na faixa do visivel e a transferem para o oxigénio triplete (30,), gerando o estado singlete
('0,). O oxigénio singlete reage diretamente com as ligagdes duplas por adicdo formando
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hidroperoxidos diferentes dos que se observam na auséncia de luz e de sensibilizadores, e
que por degradacgao posterior originam aldeidos, alcoois e hidrocarbonetos. A autoxidagao é
o principal mecanismo de oxidagao dos 6leos e gorduras. A autoxidacdo dos lipidios esta
associada a reacao do oxigénio com acidos graxos insaturados e ocorre em trés etapas:
(SILVA, BORGES e FERREIRA, 1999; RAMALHO e JORGE, 2005).

Iniciagao: Ocorre a formagao dos radicais livres devido a retirada de um hidrogénio
do carbono alilico na molécula do acido graxo, em condicées favorecidas por luz e calor.

Propagacao: Os radicais livres sdo susceptiveis ao ataque do oxigénio atmosférico,
sendo convertidos em outros radicais, gerando produtos primarios de oxidacéo (peréxidos e
hidroperéxidos) cuja estrutura depende da natureza dos acidos graxos presentes. Os
radicais livres formados atuam como propagadores da reacao, resultando em um processo
autocatalitico.

Término: dois radicais se combinam, com a formagdo de produtos estaveis
(produtos secundarios de oxidacao) obtidos por cisdo e rearranjo dos peroxidos (epdxidos,

compostos volateis e nao volateis).

O mecanismo da autoxidacdo dos lipidios, esquematizado na Figura 1, é

tradicionalmente descrito como uma reacao em cadeia:

INICIAGAO
RH >R +H’

PROPAGACAO ~ R1+0, > R00O’
ROO’ +R,H — R’>+ R,00H

TERMINACAO R +R, > R —R,
R, +R00" — ROOR,
R,00" +R,00" — ROOR, + 0,

Figura 1: Esquema geral da autoxidacao de acidos graxos poliinsaturados
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3.1.3. Mecanismos Naturais de Defesa contra Processos Oxidativos

Para se protegerem contra a oxidagdo, os organismos contam com mecanismos
quimicos e enzimaticos (YU, 1994). O sistema enzimatico é formado por diversas enzimas,
destacando-se a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase
(GPx) (RIBEIRO e et al., 2005; YU, 1994).

A superéxido dismutase (SOD) age transformando dois &nions radicais superoxidos
em um peroxido de hidrogénio, a qual € uma reacao normal em pH fisiolégico porém muito
acelerada através desta enzima. Possui meia vida curta (menos de dez minutos) e nao
penetra nas células. A SOD pode ocorrer de trés formas, dependendo do metal associado a
mesma (cobre e zinco no citoplasma de eucariontes, manganés na matriz mitocondrial, ferro
em bactérias) (RIBEIRO et al., 2005; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989; BATELLO, 2002;
YU, 1994).

Outro antioxidante enzimatico é a catalase, que possui a capacidade de transformar
peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio. Sua localizacao esta nos peroxissomas, tendo
por isto acdo diminuida em 6rgaos como o coragao, pulmao e o cérebro que possuem pouco
peroxissomas. Nestes 6rgaos a acao antioxidante desta enzima ocorre quando os radicais
livres atingem a circulacdo sanguinea, através da catalase eritrocitaria (RIBEIRO et al.,
2005; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989; BATELLO, 2002; YU, 1994).

Catalase
o3 S W@ J—— > 2 H05 + O

O per6xido de hidrogénio também pode ser transformado pela acdo da enzima
glutation peroxidase (GPx), localizada no citosol e na matriz mitocondrial. Sua agdo ocorre
através da reducgdo do perdxido de hidrogénio e de hidropeptideos organicos através da
utilizacdo da glutation (GSH), um tripeptideo de acido a-glutamico, cisteina e glicina que
atua como co-substrato da glutation peroxidase, com propriedade de doador de elétrons. A
glutation redutase (GR) regenera o glutation com a transferéncia de hidrogénio do NADPH.
Neste processo sao transferidos dois hidrogénios dos grupamentos sulfidrilas para os
peréxidos, transformando-os em alcool e/ou agua, resultando em glutation dissulfeto
(GSSG). A glutation peroxidase geralmente ocorre associada ao selénio, mas também pode
ocorrer independente. Os principais locais de acdo deste mecanismo sdo o figado, os
eritrocitos, o coragdo, os pulmdes e musculos (RIBEIRO et al., 2005; HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1989; BATELLO, 2002; YU, 1994).
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GSH-Px (selénio)
2 GSH + H,0, <---------- > GS-SG + 2 H,0O
Glutationa redutase

Outro mecanismo de defesa do organismo é a nao-enzimatica. Alguns nutrientes
essenciais podem neutralizar diretamente os radicais de oxigénio, como por exemplo, a
vitamina E, vitamina A, carotendides, acido ascérbico e uma série de outros antioxidantes
nao enzimaticos que participam da defesa contra as espécies reativas do oxigénio nos
sistemas bioldgicos, tais como, a ubiquinona, a ceruplasmina, o acido Urico, a taurina, os
flavonéides e outros compostos fendlicos de origem vegetal (HALLIWELL, 1990; CUTLER,
1991; SIES, 1991).

3.2. COMPOSTOS BIOATIVOS

Os processos vitais de biossintese sado responsaveis pela formacdo, acumulo e
degradacado de inUmeras substancias organicas no interior das células que formam os
diversos tecidos dos organismos animais e vegetais. Muitas dessas substancias,
especialmente as de origem vegetal, encontram emprego utilitario em diversas areas

aplicadas a alimentacao e a saude (MATOS, 1997).

Os compostos resultantes desse metabolismo podem ser separados em produtos do
metabolismo primario que sédo os glicidios, protidios e lipidios, e os do metabolismo
secundario, que sado os compostos terpénicos, alcaldides, glicosidios e varios outros. Os
primeiros sdo estudados, principalmente, no ambito da bioguimica e os ultimos no ambito do
que se convencionou denominar quimica de produtos naturais. A fitoquimica tem por
objetivo imediato o esclarecimento e registro dos constituintes resultantes do metabolismo
secundario dos seres vivos, através do seu isolamento e elucidacdo de suas estruturas
moleculares (MATOS, 1997).

Desde os primérdios da histéria da humanidade ha relatos mostrando que o homem
sempre utilizou plantas na cura de doencas. Entretanto, foi apenas no inicio do século XIX
que Sertiirnerse isolou a morfina do 6pio, sendo este considerado o primeiro composto
bioativo (PARTINGTON, 1989). A partir deste fato, cresceu consideravelmente o interesse
no isolamento de novos compostos naturais apresentando bioatividades e, nos ultimos anos,
com o advento e a sofisticagdo de técnicas analiticas como Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e outras, o isolamento e a
elucidagdo estrutural de novas substancias, mesmo complexas, tornou-se trivial
(GIACOMINI et al., 2005).
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Dentre as diversas classes de produtos naturais, os compostos fendlicos pertencem
a uma classe que inclui uma grande diversidade de estruturas, simples e complexas
derivados da fenilamina e tirosina (NACZK e SHAHIDI, 2004), cujas estruturas quimicas
possuem potencial para atuarem como agentes redutores, seqliestrantes de radicais livres,
inativando a reatividade deles por desativacao de seus elétrons desemparelhados.

3.3. PROPRIEDADES FUNCIONAIS

As propriedades funcionais sdo aquelas que conferem ao sistema em que se
encontram efeitos fisicos, quimicos ou fisiolégicos especificos. Com a evolugcdo da
instrumentacdo analitica e do conhecimento metabdlico o efeito especifico destes
compostos passou a ser associado as suas estruturas quimicas. A partir disto foram sendo
elucidadas as participacdes destes compostos nas reagdes bioquimicas, a exemplo do ja
conhecido efeito tecnolégico de alguns macronutrientes como as proteinas, carboidratos e
lipidios na década de 70. Para distinguir o termo funcional de carater tecnologico do
funcional fisiolégico alguns paises, inclusive o Brasil passaram a legislar sobre as alegacoes
de funcionalidade em alimentos.

A ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), 1999 definiu alguns termos
visando facilitar o processo de alegacdo de funcionalidade de alguns alimentos.
“Propriedade funcional é aquela relativa ao papel metabdlico ou fisioldgico que o nutriente
ou nao nutriente tem no crescimento, desenvolvimento, manutencao e outras funcoes
normais do organismo humano.” “Propriedade de salde é aquela que afirma, sugere ou
implica a existéncia da relacdo entre alimento ou ingrediente com doenca ou condicao
relacionada a saude.

Segundo PASTORE (2005) existe diversos grupos quimicos aos quais se atribuem
propriedades terapéuticas, ou redutoras de riscos a saude, que confere esta caracteristica
especial aos alimentos que sdo denominados funcionais. Como exemplo pode ser citado os
compostos fendlicos do tipo flavonoides, que sdo antioxidantes encontrados em vegetais de
cores roxa, azul ou violeta (uva, cereja, berinjela). Possuem atividade antiinflamatoria,
evitam a aglomeracédo das plaguetas sanguineas e a acao de radicais livres no organismo,
protegendo desde o codigo genético (DNA) aos lipidios, desta forma abortando os
processos carcinogénicos (POKORNY, 1991; WACH, PYRZYNSKA e BIESAGA, 2007). A
quercetina e seus derivados tém recebido atencdo especial entre os constituintes da dieta
alimentar, em fungdo de estudos epidemiolégicos apontarem estes compostos como
preventivos a doengas cardiovasculares e cancer, tal atividade deve-se a agdo antioxidante
exercida pelos mesmos (WACH, PYRZYNSKA e BIESAGA, 2007).
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3.4. ANTIOXIDANTES

Os mais abundantes antioxidantes sdo compostos aromaticos que contém pelo
menos uma hidroxila podendo ser sintéticos ou naturais. Entre os antioxidantes sintéticos
mais utilizados na industria de alimentos tem-se, o BHA (butil hidroxianisol) e o BHT (butil
hidroxitolueno) apresentando boa resisténcia a processos de forneamento, embora
inadequadas a fritura. TBHQ (terc-butil hidroquinona) € um sélido de cor bege, mais eficiente
que o BHA e BHT, introduzido como antioxidante na década de 70 é por sua vez
particularmente efetivo na estabilizacdo de 6leos altamente insaturados, apresentando-se
bastante eficiente em produtos submetidos a fritura (BANNWART e TOLEDO, 1999). O BHA
€ uma mistura de isémeros 3-terc-butil-4-hidroxianisol e 2-terc-butil-4-hidroxianisol
(C11H1602), € um solido de aspecto ceroso e cor branca ou amarelada e possui fraco odor
aromatico caracteristico. O BHT, também, conhecido como 3,5-di-terc-butil-4-hidroxitolueno,
sua formula molecular (C1sH240) e se apresenta como um pé branco.

Sao0 usados ainda como antioxidantes sintéticos o galato de propila e o palmitato de
ascorbila. O Galato de propila € um sélido cristalino, pouco soluvel em agua, muito solavel
em compostos organicos e pouco solivel em dleos. E produzido a partir do &cido gdlico e
exibe excelente atividade antioxidante em alimentos e éleos vegetais, especialmente em
combinacdo com o palmitato de ascorbila. O Palmitato de ascorbila € um composto sintético
obtido de dois produtos naturais, acidos palmitico e ascorbico, € um sélido cristalino branco,
pouco sollvel em agua, solivel em etanol e outros solventes polares. A figura 2 apresenta
as estruturas quimicas dos compostos BHA, BHT, TBHQ e Galato de Propila.

CH oH OH
:II: C(CHe g (CHalg CiCHgzlg C{CHglq
DG Hg CHg oH

Butil hidroxianisol (BHA)  Butil hidroxitoluena (BHT)  Ter butilhidroquinona (TBHZ)

OH

OH
HO OH oH
CHg
CHg

CO0CaHy
OH

Galato de propila (PG) o o o
Acido nordihidroguaiarético (MDGA)

Figura 2: Estruturas quimicas dos antioxidantes sintéticos
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Estudos toxicolégicos tém demonstrado a possibilidade destes antioxidantes
apresentarem efeito carcinogénico em experimentos com animais. Em outros estudos, o
BHA mostrou induzir hiperplasia gastrointestinal em roedores por um mecanismo
desconhecido; em humanos, a relevancia dessa observacao nao esta clara (RAMALHO e
JORGE, 2006). A redugao do nivel de hemoglobina e a hiperplasia de células foram
atribuidas ao uso de TBHQ. Por estes motivos, 0 uso de antioxidantes em alimentos é
limitado.

Tendo em vista dos indicios de problemas que podem ser provocados pelo consumo
de antioxidantes sintéticos, pesquisas tém sido desenvolvidas no sentido de encontrar
produtos naturais com atividade antioxidante, os quais permitirdo substituir os sintéticos ou
fazer associagdes entre eles, com intuito de diminuir sua quantidade em alimentos. Entre os
compostos antioxidantes provenientes de fontes naturais temos os flavonédides, taninos,
cumarinas, xantonas, terpenos, tocoferdis, acidos fendlicos e outros (IQBAL, BHANGER e
ANWAR, 2007). Eles podem ser encontrados em varios alimentos e plantas, tais como,
frutas, vegetais, sementes, cereais, ervas, especiarias e 6leos (IQBAL, BHANGER e
ANWAR, 2007; PAZOS et al., 2007; DIMITRIOS, 2006).

Nos sistemas alimenticios, naturalmente ocorrem antioxidantes, como os tocoferois e
o acido ascérbico, e protegem contra a oxidacao lipidica pelas reagbes quelantes de radicais
livres ou varrendo o oxigénio. No entanto, os antioxidantes naturais séo freqientemente
perdidos durante o processo ou estocagem, necessitando da adicdo de antioxidantes
enddgenos que efetivamente retardem o inicio da oxidagéo lipidica (AARDT et al., 2004).

Os antioxidantes fendlicos funcionam como sequestradores de radicais e, algumas
vezes, como guelantes de metais, agindo tanto na etapa de iniciacdo como na propagacao
do processo oxidativo. Os produtos intermediarios formados pela acado destes antioxidantes
sao relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel aromatico apresentada por essas
substancias (RAMALHO e JORGE, 2006; PAZOS et al., 2007).

A figura 3 apresenta a estrutura quimica de alguns compostos fenolicos encontrados

naturalmente em vegetais.
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Figura 3: Estruturas quimicas de compostos fendlicos de ocorréncia natural

O fato de que uma substancia ser natural e comumente encontrada em alimentos
ndo garante que esta nao é téxica. Estes compostos podem possuir menor toxicidade, ou
ser menos carcinogénicos ou mutagénicos. Os antioxidantes sintéticos sdo constantemente
testados para estes efeitos, mas muitos compostos naturais nao foram testados. A industria
dos alimentos procura a aceitagdo dos consumidores para os seus produtos, porém é
importante primar pela a utilizagcao de aditivos reconhecidamente seguros, testados antes do
uso.

3.4.1. Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos sdo compostos organicos que contém um grupo hidréxi (-
OH) ligado diretamente num anel aromatico. Ao contrario dos alcoois normais, os fendis sao
acidos devido a influéncia do anel aromatico, que conferem a estrutura um papel importante
na neutralizagdo ou sequestro de radicais livres e quelagao de metais de transicdo, agindo
tanto na etapa de iniciacdo como na propagacao do processo oxidativo (HALLIWELL et al.,
1995). A distribuicdo dos compostos fendlicos nos tecidos e células vegetais varia
consideravelmente de acordo com espécie e tipo de funcdo a exercer, situando-se no
interior de células ou na parede celular (MARTINEZ-VALVERDE; PERIOGO; ROS, 2000).

Os maiores grupos dos agentes fendlicos com propriedades antioxidantes incluem os

fendis neutros, os acidos fendlicos, flavondides, isoflavonas, flavonas, antocianinas,
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catequinas e outros fendlicos presentes naturalmente em frutas e vegetais (OLIVEIRA,
2005; DIMITRIOS, 2006).

Estes compostos séo classificados em trés categorias, aqueles pouco distribuidos na
natureza, polimeros e largamente distribuidos na natureza. Na familia dos compostos
fendlicos pouco distribuidos na natureza, encontra-se um numero bem reduzido, embora
com certa freqiéncia. Neste grupo estao os fendis simples, o pirocatecol, a hidroquinona e o
resorcinol. Pertencem ainda a esta familia os aldeidos derivados dos acidos benzéicos, que
sao constituintes dos 6leos essenciais, como a vanilina (SOARES, 2002). Os polimeros sédo
fendis que ndo se apresentam na forma livre nos tecidos vegetais, esta familia engloba os
taninos e as ligninas. Os compostos fendlicos largamente distribuidos na natureza podem se
dividir em flavonoides (antocianinas, flavondis e seus derivados), acidos fendélicos (acidos
benzobico, cindmico e seus derivados) e cumarinas (KING e YOUNG; 1999)

As estruturas fendlicas sao encontradas em frutas citricas, como o limao, laranja e
tangerina, além de outras frutas a exemplo da cereja, uva, ameixa, péra, maga e mamao,
usualmente em maiores quantidades na polpa que no suco da fruta. Pimenta verde, brocolis,
repolho roxo, cebola, alho e tomate também sao excelentes fontes destes compostos
(PIMENTEL, FRANCKI e GOLLUCKE, 2005; DIMITRIOS, 2008).

Diversos pesquisadores tém trabalhado na separacao, identificacdo, quantificacao e
aplicacdo dos compostos fendlicos em alimentos, enfrentando muitos problemas
metodoldgicos, pois, além de englobarem uma gama enorme de substancias, sdo, na
maioria das vezes, de grande polaridade, muito reativos e susceptiveis a acdo de enzimas
(AGUIAR et al., 2007; KING e YOUNG; 1999)

A analise de compostos fendlicos é influenciada pela natureza do composto, o
método de extracdo empregado, o tamanho da amostra, o tempo e as condicoes de
estocagem, o padrdo utilizado e a presenca de interferentes tais como ceras, gorduras,
terpenos e clorofilas. Ainda nao se desenvolveu um método satisfatério para a extracao de
todos ou de uma classe especifica presentes nos alimentos. A solubilidade deles varia com
0s substituintes das cadeias carbonadas ciclicas, o grau de polimerizacdo e suas interacoes
com outros constituintes dos tecidos onde se encontram. Os solventes mais utilizados para
a extragdo sao: metanol, etanol, acetona, &gua, acetato de etila, propanol,
dimetilformaldeido e suas combinagbes (NACZK e SHAHIDI, 2004).

Outro aspecto importante no desenvolvimento de métodos de quantificacdo de
compostos fendlicos é a dificuldade de se encontrar um padrédo especifico e conveniente,
devido a complexidade das substancias fenolicas presentes nos alimentos e as diferencas
de reatividade entre estas substancias e os reagentes (ANGELO e JORGE, 2007).
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MALACRIDA e MOTTA (2005) quantificaram as concentracbes de compostos
fenodlicos totais e antocianinas em sucos de uva reconstituidos e simples, de diferentes
marcas, disponiveis no comércio varejista da regiao metropolitana de Belo Horizonte (Minas
Gerais). O contetdo de compostos fendlicos totais foi  determinado
espectrofotometricamente e os teores encontrados variaram entre 0,3 € 24 g/L e as
concentragdes de antocianinas de 1,2 a 67 mg/L.

Outro tipo de fonte de compostos fendlicos foi estudado por FUNARI e FERRO
(2006) que realizaram determinacdes em prépolis seguindo a recomendacao do Ministério
da Agricultura que recomenda a quantificacdo dos teores de flavondides e fendis totais além
de exame organoléptico, perda por dessecagao a 105°C, teores de cinza e de cera, residuo
insolivel em metanol e residuo seco. Os teores de fendis totais foram quantificados tendo
acido galico, tomado como substancia de referéncia e o valor encontrado na amostra
analisada foi de 7,4%, que atende ao requisito minimo do Ministério da Agricultura, de 5%.
Os resultados permitiram observar que, excetuando-se perda por dessecacdo a 105°C,
todos os demais parametros estiveram dentro dos limites estabelecidos pelo Ministério da
Agricultura.

3.4.2. Métodos para Avaliacao da Atividade Antioxidante

A quebra da cadeia reacional da oxidagao lipidica pelos antioxidantes ndo ocorre
segundo um mecanismo simples, e certos aspectos, relativos as interagbes entre
constituintes de meios complexos, ndo estdo completamente esclarecidos. O emprego de
antioxidantes em formulacdes é muitas vezes empirico, de tal modo que a garantia da sua
eficacia nem sempre existe. Tendo em vista uma rapida avaliacdo da capacidade e eficacia
antioxidante de compostos quimicos ou extratos vegetais, bem como o estudo dos
mecanismos de agao antioxidante, estdo descritos na literatura diversos trabalhos (SILVA,
BORGES e FERREIRA, 1999). Os diversos métodos propostos na literatura variam quanto
ao tipo de radicais livres gerados ao indicador de oxidagao escolhido e ao método usado

para a sua deteccao e quantificacao.

Na maioria dos casos recorre-se a formagdo de radicais instaveis, pela
decomposicdo térmica de azo iniciadores (e.g.ABAP, AMVN, AAPH), os quais reagem
rapidamente com o oxigénio originando radicais peréxido. Estes atuam sobre um substrato
lipidico (e.g. acido linoleico ou um dos seus ésteres) desencadeando um processo de
lipoperoxidagao, em relagéo ao qual se escolhe um determinado indicador (como o0 consumo
de oxigénio, desaparecimento do substrato lipidico ou aparecimento de produtos de
oxidacao) que é quantificado antes e ap6s a adicdo de um composto antioxidante (avaliacao
da atividade scavenger). Alguns autores propéem outros tipos de testes que nao recorrem a
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oxidacéo de substratos lipidicos, mas a redugao de radicais livres estaveis gerados in vitro,
como resultado da atividade scavenger de compostos antioxidantes.

Existem diversas maneiras de avaliar a atividade antioxidante, entre elas, a oxidacao
forcada de um substrato lipidico, que consiste em colocar num sistema reacional apolar um
acido linoléico ou linoleato de metila sob aquecimento a 110°C e corrente de oxigénio. A
diminuicdo da concentragdo do linoleato de metila € acompanhada por cromatografia
gasosa e a atividade antioxidante é avaliada pelo aumento do tempo de semi-vida do
substrato de oxidacdo na presenca do antioxidante. A utilizacdo deste teste encontra-se
condicionada pela solubilidade e estabilidade térmica dos antioxidantes no meio reacional. A
oxidacdo do acido graxo insaturado (acido linoléico ou linoleato de metila) pode ser
acelerada utilizando um iniciador radicalar ou um pré-oxidante contendo ions Fe®**
(e.g.hemoglobina), evitando deste modo o aguecimento e oxigenacao intensivos (SILVA,
BORGES e FERREIRA, 1999).

A atividade antioxidante utilizando sistema B-caroteno/acido linoléico, trata-se de um
ensaio espectrofotométrico baseado na descoloragdo (oxidacdo) do B-caroteno induzida
pelos produtos da degradacdo oxidativa de um &acido graxo (e.g. acido linoleico). A
determinagao é efetuada a 470 nm, na presenca e na auséncia de um antioxidante (SILVA,
BORGES e FERREIRA, 1999; ALMEIDA et al., 2006).

Um dos métodos mais utilizados para determinar capacidade de um antioxidante de
seqlestrar um radical livre trata-se do método de sequlestro do radical DPPH, que consiste
na reducdo do radical 2,2’-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH-), que apresenta um maximo de
absorcdo a 517-520 nm. Ao fixar um He, abstraido ao antioxidante em estudo, observa-se
uma diminuicAo da absorvéncia, o que permite calcular, apés o estabelecimento do
equilibrio da reagéo, a quantidade de antioxidante gasta para reduzir 50% do DPPHe. Trata-
se de um teste rapido, que nao envolve condicbes drasticas de temperatura e oxigenacao
(SOUSA et al., 2007; SILVA, BORGES e FERREIRA, 1999; ALMEIDA et al., 2006).

PASSOTTO, PENTEADO e FILHO (1998) avaliaram a atividade antioxidante da
vitamina A na forma de acetato de retinol e de seu principal precursor, o B-caroteno,
adicionados a um sistema de 6leo de soja previamente sensibilizado a oxidagdo. Os
parametros utilizados como grau de atividade oxidativas foram: indice de peroxidos, teores
de malonaldeido durante os intervalos de 24 a 72 horas, e perfil dos acidos linoléico e
linolénico apds 144 horas de oxidacado. Os resultados mostraram que o retinol apresentou
atividade antioxidante superior ao B-caroteno. As atividades antioxidantes foram
comparaveis as do butilhidroxitolueno (BHT).

SOUSA et al (2007) determinaram os fendis totais, pelo método de Folin-Ciocalteau

e avaliaram a atividade antioxidante, pelo ensaio do DPPH, do extrato de cinco plantas
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medicinais: Terminalia brasiliensis, Terminalia fagifolia, Cenostigma macrophyllum, Qualea
grandiflora e Copernicia prunifera. Os resultados mostraram que todos os extratos
apresentaram atividade antioxidante, mas o extrato etandlico de cascas de T. brasiliensis,
com maior atividade antioxidante (CEsop= 27,6) mostrou-se comparavel aos controles
positivos, rutina (CEsg= 27,8) e acido galico (CEs= 24,3). CE significa a quantidade de
extrato das plantas testadas para decrescer a concentragéo inicial de DPPH em 50%.

3.5. CEBOLA
3.5.1. Caracteristicas Biologicas e Quimicas

A cebola (Allium cepa L.) € um bulbo de caule cbénico pouco desenvolvido, macico,
envolto por folhas modificadas, as quais se apresentam como tdnicas superpostas. E uma
planta subterrdnea, cujas raizes partem da porcao inferior deste caule. As folhas, tipo
tlnicas ou escamadas, representam a porcdo comestivel que tém como funcdo o
armazenamento de nutrientes para outras porgdes do vegetal durante o ciclo de vida
(GEMTCHUJNICOV, 1976; RAVEN, EVERT e EICHHORN, 1996).

As variedades de cebola existentes no mercado sdo inUmeras e os modos de
classificar seus cultivares sdo: quanto ao fotoperiodo (de dias curtos, longos ou
intermediarios); quanto ao formato do bulbo (periforme, chato, redondo, bojudo, outros);
quanto a coloracdo das escamas (amarelas, roxas, brancas, verdes); quanto ao sistema de
plantio (sistema de mudas ou semeadura direta); quanto a finalidade (para mesa, conservas,
molhos, outros) (MINAMI, ANDRADE e LIMA, 1980).

Dentre os constituintes da cebola, destaca-se o seu grande contetdo de agua, em
média 90%, sendo o restante constituido basicamente por carboidratos. Observa-se
também, em quantidades menores, a presenca de proteinas, de vitamina C e acidos
organicos como sao mostrados na Tabela 1.
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Tabela 1: Composicao quimica da cebola em base umida

Composicao bulbo maduro in natura

(100 g de porcao comestivel)

Valor energético (Kcal) 45
Umidade (%) 85-90,5
Carboidratos (%) 6,5-115
Lipidios (%) 0,1-0,2
Compostos nitrogenados (g) 1,5-2,0
Fibras (g) 0,5-0,6
Cinzas (g) 0,4-0,6
Ca (mg) 30
P (mg) 40
Fe (mg) 1,0
Tiamina (mg) 0,04
Riboflavina (mg) 0,03
Niacina (mg) 0,3
Ac. Ascorbico (mg) 10
Ac. Mélico (mg) 170
Ac. Citrico (mg) 20

Fonte: MARTINS (2003)

A cebola apresenta ainda compostos organicos sulfurados que conjuntamente com
os carboidratos, conferem gosto acre acucarado. As esséncias volateis da cebola sao
varias, porém as mais importantes sdo as sulfuradas. A composicdo quimica e as
caracteristicas sensoriais de cor, aroma e sabor, dependem do cultivar, das condicoes de
cultivo e do solo. (RANDLE, 1997; HAMILTON, 1998).
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3.5.2. Producao e Consumo

A cebola é uma das plantas cultivadas de mais ampla difusdo no mundo, sendo a
segunda hortalica em importancia econémica. A producdo mundial apresentou aumento de
cerca de 25% na Ultima década, o que coloca a cebola como uma das trés hortaligas mais
importantes ao lado do tomate e da batata (EMATER, 2007). Somado a isto, o valor social
da cultura de cebola é inestimavel, sendo consumida por quase todos os povos do planeta,
independente da origem étnica e cultural, constituindo-se em um importante elemento de

ocupacao de mao-de-obra familiar.

A portaria n° 529, o Ministério da Agricultura, do Abastecimento e da Reforma
Agraria aprovou em 1995 o Regulamento Técnico MERCOSUL de Identidade e Qualidade
da Cebola, o qual apresentou as seguintes normas para o comercio da cebola “in natura”. A
cebola é bulbo pertencente a espécie Allium cepa L, cujos defeitos graves apresentados
neste sdo o talo grosso, brotado, podriddao, mancha negra e mofado. Os defeitos leves sdo o
colo mal formado ou deformado do bulbo, a falta de revestimento externo, falta de turgéncia
e os danos mecanicos (EMATER, 2007)

A cebola é classificada de acordo com as dimensdes e a qualidade do bulbo. A
Tabela 2 apresenta a classificacdo comercial dos bulbos em relacdo ao seu didmetro
transversal, composta por quatro classes de tamanho.

Tabela 2: Classificacao comercial da cebola quanto as dimensoes do bulbo

Classes ou calibres Maior didmetro transversal do bulbo (mm)
2 Maior que 35 até 50
3 Maior que 50 até 70
4 Maior que 70 até 90
5 Maior que 90

Fonte: EMATER (2007)

A cebola que n&o atender aos requisitos da norma é classificada como “fora do
padrao” e comercializada somente com tal designacdo na embalagem de comercializagao,
no que diz respeito ao comércio em territdrio nacional. Sao desclassificadas e proibidas para
comercializacado toda a cebola que apresentar residuos de substancias nocivas a saude
(acima dos niveis admitidos no ambito do MERCOSUL) e que apresentar mau estado de
conservagao, sabor e odor estranho (EMATER, 2007).
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Na FURG ja foram realizados alguns estudos com cebola, mas todos voltados para o
estudo do processo de secagem, especialmente no aspecto fisico do fendmeno de
transporte.

MARTINS e PINTO (2003) realizaram ensaios de secagem de cebola, visando
estudar as influencias da forma (rodeadas e picadas), do sentido de escoamento de ar
(baixo/cima e cima/baixo) e da carga do material (4 e 6Kg/m?) na caracterizacdo da
secagem. Entre os fatores estudados, a forma foi o que apresentou maior significancia
estatistica, tanto para primeira como para segunda etapa de secagem. Os maiores valores
para as constantes de secagem da primeira e da segunda etapas foram alcancados com a

carga 4 Kg/m?e direcéo de escoamento do ar de cima para baixo.

MARTINS, PORTO e PINTO (2004) estudaram a cinética de secagem da cebola em
camada delgada, comparando os valores da difusividade efetiva média baseados nas
espessuras inicial e média das amostras. Analisaram também as propriedades fisicas e de
transporte das amostras em funcdo da umidade ao longo da operagdo. A reducdo de
espessura do material foi de 80% em relagdo a da amostra inicial. Os resultados da
difusividade efetiva média de umidade, baseados na espessura média das amostras, foram
semelhantes aos valores médios da difusividade efetiva variavel de umidade para a primeira
etapa de secagem.

3.5.3. Propriedades Terapéuticas

A protegédo que frutas e outras partes de vegetais conferem contra varios tipos de
doencas, como cancer tem sido atribuida a presenca de varios antioxidantes, vitamina C,
vitamina E, a — tocoferol, B — caroteno e compostos fenélicos (MARTINS, 2003).

As plantas do género Allium, como cebola e alho, sdo consumidas freqlientemente
como uma fonte de combinagbes que inibem atividade de decomposicdo de gordura nas
artérias do organismo humano, com a meta de diminuir a incidéncia de doenga
cardiovascular. Outras atividades tém sido relatadas: antimutagénica, anticarcinogénica,
antiviral, antifungos, antibacterioldgica e antialérgica, inibidor de agregacdo plaquetaria,
inibidor do acréscimo da pressao sanglinea, além de atividades antitlcera (GOLDMAN, et
al., 1996).

Tal atividade fisiolégica destas plantas é em parte determinada por suas
concentracoes de compostos bioativos pouco estudados em combinacdes de substancias
organossulfuradas. (GOLDMAN, et al., 1996). A cebola tem atividade antioxidante, fato
comprovado pela presenca de um flavondide, a quercetina. Flavonoides sédo estruturas
polifendlicas de baixo peso molecular encontradas naturalmente nas plantas. Esses
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metabdlitos secundarios sdo de grande importancia na manutencdo da salde de muitos
animais herbivoros, incluindo o homem, pois desempenham uma fungdo muito importante,
que é a remocgao dos radicais livres, exercendo um papel citoprotetor em situagées de dano

celular.

3.6. MICROALGA CHLORELLA
3.6.1. Microalgas e Cianobactérias

O crescente interesse no estudo de microorganismos como microalgas, alguns
fungos (leveduras, por exemplo) e bactérias deve-se a essencial importancia destes nas
diversas cadeias troficas e na possibilidade da aplicacdo comercial em distintas areas como
na nutricdo, na salde humana e animal, no tratamento de aguas residuais, na producao de
energia € na obtencdo de compostos de interesse das industrias alimentar, quimica e
farmacéutica, dentre outras (DERNER et al., 2006). As microalgas formam um grupo
heterogéneo de organismos que engloba todos os microrganismos fotossintetizantes, sejam
eucaribéticos ou procariéticos. Sao geralmente unicelulares, gram-negativos, coloridos devido
a presencga dos pigmentos fotossintéticos, e vivem, em sua maioria, em ambientes aquaticos
(OLAIZOLA, 2003).

As microalgas procariéticas recebem o nome de cianobactérias, antigamente
chamadas algas azul-esverdeadas. As estruturas celulares e o mecanismo para a
fotossintese nestes organismos sdo semelhantes aqueles dos vegetais (LEHNINGER,
NELSON e COX, 1995). Acredita-se que as cianobactérias surgiram ha 3500 milhées de
anos e foram os primeiros organismos fotossintetizantes capazes de produzir oxigénio,
formando a atmosfera terrestre e possibilitando o surgimento de outras formas de vida no
planeta (LEHNINGER, NELSON e COX., 1995; HENRIKSON, 1994).

As culturas comerciais de microalgas em grande escala iniciaram por volta de 1960
no Japao, com a Chlorella, seguida pela cultura de Spirulina e 1970 no México, ambas para
suplemento alimentar; Dunaliella salina para producao de B—caroteno na Australia em 1986,
Haematococcus pluvialis para producdo de caroteno e varias outras espécies para a
aquicultura. Apos, o cultivo de microalgas se espalhou pelo mundo, em paises como Israel,
EUA e india (BOROWITZKA, 1999). Atualmente as microalgas sdo utilizadas na
alimentacdo humana como fontes de suplemento alimentar de alto valor nutricional ou
biocorantes (CHEN e ZHANG, 1997), e na alimentacao animal, principalmente de frangos e
animais marinhos (VONSHAK, 1997). Além disso, os cultivos tém sido empregados como
fonte de biocombustiveis e como forma de absorver CO, originado na atividade industrial e
na geracao térmica de energia elétrica (ANDRADE, 2005).
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3.6.2. Microalga Chlorella

A Chlorella € uma microalga eucario6tica unicelular esférica e seu diametro varia de 5-
10 um, dependendo da espécie (ILLMAN, SCRAGG e SHALES, 2000). E encontrada
espontaneamente em tanques e lagos, com grande habilidade de realizar a fotossintese.
Esta microalga possui 53% de proteinas, 23% de carboidratos, 9% de lipidios e 5% de
minerais (HENRIKSON, 1994). Foi descoberta pelos japoneses, tradicionais consumidores
de algas, que a apreciam e utilizam normalmente como complemento alimentar
(RICHMOND, 1990). Relatam uma sensacéo de bem estar e aumento de energia apés um
curto periodo de uso, atribuido a elevada concentracao de vitamina B,, que tem acgéao rapida

em processos metabolicos de sintese de hemacias.

E uma alga rica em clorofila, proteinas, vitaminas, sais minerais e aminoacidos
essenciais. As culturas de Chlorella podem apresentar alto contetdo de lipidios, podendo
chegar a mais de 50%, em base seca, quando cultivada em meio com baixos niveis de
nitrogénio (PIORRECK, BAASCH e POHL, 1984). Em sua composicao estdo ainda
presentes 18 aminoacidos essenciais importantes na biossintese das proteinas. A chlorella
também ¢é rica em vitaminas do complexo B, principalmente a Bj,, vital na formacao e
regeneracao das células sangiiineas que, juntamente com o ferro, fazem desta alga um

produto indicado no tratamento e prevencéo de anemia.

Segundo BOROWITZKA (1999) o primeiro cultivo unialgal foi realizado por
Beijerinchk em 1890 com Chlorella vulgaris. De 1948 a 1950, o cultivo em massa de
microalgas realmente comegou a ser um foco de pesquisas em Stanford, na Califérnia, com
a finalidade de utilizacao da técnica laboratorial para cultivo em escala (RICHMOND, 1990;
BOROWITZKA, 1999). A Chlorella também foi investigada por cientistas alemaes durante a
Segunda Guerra Mundial pelo seu potencial em duplicar a biomassa algumas vezes por dia
em culturas iluminadas em laboratério, com fins de estocagem de fontes de alimentos,
principalmente fontes de proteinas. Em 1951 a primeira planta piloto de producao de
Chlorella foi construida e operada em Cambridge, nos Estados Unidos. Outra série de
estudos ocorreu no Japao (RICHMOND, 1990) onde se iniciou o cultivo de microalgas com
fins comerciais nos anos 60 com a cianoficea Chlorella, seguido pelo cultivo de Spirulina nos
anos 70. Nos anos 80 cerca de 46 fabricas na Asia produziam mais de 1000 Kg de
microalgas por més e em 1996 cerca de 2000 toneladas de Chlorella foram produzidas
comercialmente somente no Japdo (BOROWITZKA ,1999).

A microalga Chlorella, assim como a Spirulina, é de grande interesse comercial, pois
além de rapida velocidade de crescimento, pode ser cultivada em tanques ao ar livre, como
os tanques localizados na estacédo de Cultivo de Chlorella da liha de Ishigaki, Okinawa. llha
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de recifes de corais de clima subtropical, propicio ao cultivo de chlorella de qualidade

superior. A radiacao solar durante o ano também estimula os niveis de clorofila.

No laboratério da Engenharia Bioquimica da FURG existem estudos sobre o cultivo
de microalgas, como por exemplo:

COLLA, FURLONG e COSTA (2007) avaliaram o efeito da temperatura de cultivo e
da concentracdo de nitrogénio no meio de cultivo, sobre o potencial antioxidante da
microalga Spirulina (Arthospira) platensis. E concluiram que quando a microalga foi cultivada
a 35°C e concentragdo de nitrato de 1,8 g L™ ou 2,5g.L"" o potencial antioxidante dos
extratos obtidos a partir da biomassa, sobre o escurecimento enzimatico causado pela
peroxidase, foi de 29% e 35%, respectivamente, sendo a redugdo no escurecimento
relacionada com as quantidades de compostos fenolicos presentes nos extratos.
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OTIMIZAGAO DE METODOLOGIA PARA EXTRACAO DE FENOIS TOTAIS NA
CEBOLA ATRAVES DE PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Michele Moraes de Souza; Vania Machado Recart; Meritaine da Rocha;
Eliana Badiale Furlong
Laboratério de Analise e Bioquimica de Alimentos - Departamento de Quimica
Fundagao Universidade Federal do Rio Grande — Caixa Postal 474
CEP 96201-900 — Rio Grande — RS — Brasil — Tel. (53)3233 8663

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi usar a técnica de planejamento experimental para estabelecer
as melhores condigdes de extragdo de compostos fendlicos em cebola (Allium cepa L.). As
variaveis estudadas foram: natureza do solvente, agitagdo, tempo de extracdo e tempo com
e sem interrupcoes de processo. A melhor combinagao, que resultou um modelo preditivo,
foi o uso de metanol, agitagdo de 120 minutos e com rotacdo de 3,13 G. O maior contetdo
fendlico em diferentes classes foi 2274,8 ug fendis/g de cebola, a recuperagao foi de 88% e
o limite de quantificagao foi 30,7 ug fendis/g de cebola.

Palavras-chave: cebola, compostos fendlicos, metodologia.

ABSTRACT

The objective of this work was using the experimental planning technique to establish great
phenolic extraction conditions on onions (Allium cepa L.). The studied variables were; solvent
nature, agitation, extraction time and process time with and without interruption. The best
combination, allowed a predicated model, was employing methanol agitated for 120 minutes
in a roll with 3,13 G. The average phenolic content in different classes was 2274,8 ug
phenolic/ g de onion, the recovery was 88% and the detection quantification limit was 30.7 ug
phenolic/ g de onion.

Key words: methodology, phenolic compounds, onion.
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1. INTRODUCAO

O interesse em identificar compostos quimicos que desempenham atividades
funcionais, tem disponibilizado uma série de metodologias para extrair e quantificar
diferentes estruturas quimicas em tecidos vegetais. Entre 0os compostos que poderiam
prevenir danos a saude destacam-se os fendlicos, tais como os acidos fendlicos, derivados
do &cido hidroxicindmico, e os flavondides, que mesmo presentes em pequenas
quantidades no alimento, poderiam ter efeitos preventivos e/ou curativos de sintomas
patologicos causados por situagdes oxidativas (ANTOLOVICH, PRENZLER, RYAN, 2000;
JORGE et al., 1998). A determinacdo dos niveis de compostos fenoélicos totais em tecidos
vegetais é a etapa inicial de qualquer investigacao de funcionalidade, avaliacdo biologica e
estimulo ao consumo, visando a prevencao de doengas cronico-degenerativas (TORRES et
al., 1987).

As substancias fendlicas podem ocorrer livres ou na forma de glicosidios. A posicao
do acucar na estrutura fendlica influencia na solubilidade e em outras propriedades fisico-
quimicas. Esta diferenca quimica pode ser usada para separacdo, quantificacdo e para
desenvolver estudos sobre suas atividades fisiolégicas (ANTOLOVICH, PRENZLER, RYAN,
2000; BADIALE-FURLONG et al., 2003; CHEN et al., 1998).

Para a extragdo dos compostos fendlicos vém sendo mencionados sistemas
aquosos, alcoodlicos e aceto-etilicos sob diferentes condicées de interacdo, aplicados a
raizes, tubérculos e frutas, tais como feijado mungo; géneros de Acacia, Terminalia,
Copernicia, macas, ameixas, peras e outros (IMEH e KHOKBAR, 2002; LIMA et al., 2004;
SOUSA et al., 2007). A quantificagdo dos compostos fendlicos nos diferentes extratos, em
geral, é feita empregando o reagente de Folin-Ciocalteau. Este consiste numa mistura de
acidos fosfotungstico e molibidico, nos quais o molibdénio e o tungsténio no estado de
oxidacéo 6+, e em presenca de redutores, tais como fendis, passam ao estado de oxidacao
variando entre 5 e 6 (forma azul) permitindo a quantificacdo de substancias redutoras que
nao necessariamente os fendis (SOUSA et al.,, 2007). Poucos sdo os trabalhos que
descrevem adaptacoes do procedimento basico para matrizes especificas e/ou condicoes
criticas de preparo de amostra e extracdo dos compostos fendlicos para a quantificacao.
Cabe ressaltar que o processo de extragdo sob diferentes condicoes para distintas matrizes
e analitos é fundamental para a estimativa mais exata do potencial de reducdo decorrente
de compostos fendlicos.

Os estudos sistematizados de alimentos com alegacdes funcionais vém sendo
norteados pela cultura popular que atribui efeitos benéficos a estes em diversas regides do
pais. Entre estes esta a cebola (Allium cepa L.), empregada pelo seu papel de conferir
caracteristicas organolépticas a alimentos, além do seu poder preventivo e curativo de
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diversas doencas crénico-degenerativas (CHEN et al., 1998; JORGE et al., 1998). Apesar do
conhecimento milenar dos beneficios deste vegetal e de diversos estudos sobre seus efeitos
bioativos, algumas regides produtoras tém dificuldades em comercializar suas safras em
condicdes satisfatdrias para consumo “in natura” ou em formulagdes industriais, resultando

em descarte de material e desestimulo aos produtores.

Diante desta inconsisténcia entre a importancia sécio-econémica do vegetal e o
estimulo a sua producédo é interessante estudar condicbes que permitam valorizar esta
matéria-prima buscando formas de aproveitar o seu potencial funcional de forma eficiente,
partindo da determinagdo de seus compostos bioativos como subsidio para sua cultura,

conservagao e preparo doméstico e industrial preservando suas qualidades funcionais.

A otimizacdo de metodologia de extracdo de um analito em especial é fundamental,
visto que pequenos detalhes podem resultar em efeitos que comprometem a confiabilidade
dos resultados. Para atingir esta meta com o minimo de experimentos, podem ser
empregados planejamentos fatoriais completos. Estes permitem otimizar metodologias
considerando variaveis criticas para alguns tipos de matrizes avaliando seus efeitos e
possiveis interacdes com outros fatores nas repostas desejadas (NETO, SCARMINIO,
BRUNS, 2003; RODRIGUE e IEMMA, 2005).

Esses aspectos nortearam o trabalho, que objetivou usar a técnica de planejamento
experimental para otimizar uma metodologia de extracdo para a determinagdo de compostos
fenolicos totais na cebola (Allium cepa L.).

Para tal, foram avaliadas diferentes variaveis na etapa de extracdo e os extratos
foram quantificados quanto ao conteldo fendlico empregando o reagente de Folin-
Ciocalteau (FC). As condi¢cdes otimizadas também foram avaliadas quanto a sua
performance analitica e aplicabilidade.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Procedimentos experimentais gerais

Todos os solventes e reagentes utilizados durante os testes foram analiticamente
puros. O reagente Folin-Ciocalteau foi adquirido da Polipur (Pré-andlise Quimica e
Diagnostico Ltda) e a quercetina da Sigma Chemical Company (EUA). As medidas de
absorcdo foram realizadas em espectrofotometro VARIAN CARY/100 UV-VISIBLE (EL
98033579).
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2.2. Amostras

As cebolas foram coletadas no municipio de Sdo José do Norte, no Rio Grande do
Sul, em margco de 2007 e foram cedidas pela EMATER — RS, classificadas segundo
Regulamento Técnico de qualidade da cebola (1995) do Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA).

2.3. Planejamento para estudo das condic6es de extracao de fendis

A partir de condi¢des estudadas por Lima et al (2004), Baptista et al (1999), Andrade
et al (2007), Premzler et al (2001) e Velioglu et al (1998) foram avaliados os efeitos das
variaveis: solvente (metanol e acetato de etila), tempo de extracao (120, 150 e 180 minutos),
rotacdo (0,78, 1,76 e 3,13 G) e tempo com e sem interrupcdes do processo de extracao (O,
15 e 30 minutos), através de planejamento fatorial 2 , ou seja, quatro variaveis ou fatores
testados em dois niveis (-1 e +1) e 6 pontos centrais (0) resultando em 22 experimentos
(Tabela 1 - ANEXO 1).

Obtido o solvente que possibilitou a extragdo mais precisa (Tabela 2 - ANEXO 1),
foram estudados os efeitos do tempo de extracdo, rotagdo e tempo com e sem interrupcoes
de processo, utilizando planejamento fatorial completo 2° , com trés variaveis em dois niveis

(-1 e +1) e 3 pontos centrais (0) resultando em 11 experimentos (Tabela 3 - ANEXO 1).

Para analise estatistica dos dados foi utilizado o programa Statistica 6.0,
considerando o conteldo de fendis totais (ug de fendis/g de cebola) como resposta das

variaveis em estudo.

2.4. Preparacao dos extratos nas condi¢coes otimizadas

As cebolas foram secas em estufa com circulacdo de ar da marca QUIMIS a 60°C,
até atingirem valores de umidade de 13%. Foram pesadas 10g de cebola e adicionados 50
mL de solvente (metanol ou acetato de etila) e agitados em temperatura ambiente em mesa
agitadora orbital TE - 141 da marca TECNAL, o extrato foi filtrado com papel de filtro
Wathman n°1 e clarificado com 10 mL de hidroxido de bario 0,1M e 10 mL de sulfato de
zinco 5%, a solucao foi filirada e transferida quantitativamente para um balao volumétrico de
100 mL, sendo o volume final completado com o solvente utilizado na extracéo.
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2.5. Determinacéao de fenois totais nos extratos

A determinagédo do teor de fendis totais presentes nos extratos metandlicos e de
acetato de etila da cebola foi realizada por espectrometria utilizando o reagente de Folin-
Ciocalteau, e o procedimento consistiu em tomar aliquotas de 500 pL do extrato agitar com
500 uL de agua destilada e 4,5 mL de Na>.CO; 4% por 1 minuto, colocada em banho-maria a
40°C por 15 minutos. A mistura foi agitada por 30 segundos em banho ultra som com 500 uL
do reagente de Folin-Ciocalteau diluido 1:2 com agua destilada. Apés 10 minutos, foi
medida a absorbancia das solugées a 660 nm. O teor de fendis totais foi determinado por
interpolacéo da absorbancia das amostras contra uma curva analitica construida com uma
solugdo padrao de Quercetina contendo 100 pg/mL a partir da qual foram preparadas
diluicbes variando entre 2 e 16 ug/mL. Os resultados dos conteldos fendlicos das amostras

foram expressos como ug de fendis totais/ g de cebola.

Para estudar a performance do método foram determinados o limite de quantificacdo
e a recuperagdo de quercetina nas condigdes otimizadas de extragdo. O limite de
quantificacdo foi estimado pela menor concentragdo absorvida pela curva padrdo de
quercetina. A recuperagao foi testada em amostras de cebola seca as quais tinham sido
previamente adicionadas solu¢des metandlicas de quercetina em niveis 1,0; 1,2 e 1,5 mg/ g
de cebola.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As amostras de cebola foram secas para concentrar os soélidos e facilitar o processo
de extracdo mantendo a proporcdo de massa seca/solvente, mas sem a necessidade de
grande volume destes. A temperatura de 60°C minimizou o escurecimento dos tecidos por

acao enzimatica ou por caramelizacao.

Apesar dos inumeros trabalhos que determinam fendis em raizes, tubérculos,
cereais, porcoes distintas de plantas medicinais e frutos, mencionando variacdo de fendis
que vao desde 40 ug fendis/ g de amostra no arroz a 5500 ug fendis/ g de amostra nas
cascas de limao (IMEH e KHOKBAR, 2002; LIMA et al., 2004; OLIVEIRA, 2005; SOUSA et
al., 2007), quando se trata de cebola estes valores nao estao disponiveis. As referéncias
sao unanimes em informar que o principal componente fenélico das diferentes espécies de
cebola é a quercetina que apresentou maior capacidade de reduzir o reagente de Folin-
Ciocalteau em meio alcalino, bem como indicadora de compostos fendlicos em cebola. Este
composto foi escolhido para indicar os fenois totais em cebolas neste trabalho.

O planejamento experimental foi utilizado para possibilitar a inferéncia estatistica e

fornecer informagdes sobre o comportamento das respostas entre os niveis das variaveis
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em estudo, evidenciando a qualidade da repetibilidade, minimizando custos e tempo ao nao
se repetir todos os experimentos, demanda e desgaste de equipamento, menor exposicao
do analista e menor volume de descarte (NETO, SCARMINIO, BRUNS, 2003; RODRIGUES
e IEMMA, 2005).

As variaveis testadas foram aquelas que sdo mais diversas nos relatos da literatura,
para determinacao dos teores de fendis totais ou para posterior separagao das diferentes
familias de redutores fenodlicos presentes em matrizes vegetais. Cabe considerar também
que para a escolha do solvente pode ser levado em consideragcdo a sua toxicidade. A
primeira etapa do estudo do efeito das variaveis solvente de extragado, tempo, rotacdo e
tempo com e sem interrupcdes de processo, tem seus resultados apresentados na Tabela 1
como conteudo de fendis totais expressos em g de fendis totais/ g de cebola.

A andlise estatistica mostrou que os solventes utilizados na extragcdo dos fenois
apresentaram efeito significativo nos niveis determinados (p = 0,015), como pode ser
observado nos resultados da Tabela 2. O solvente que propiciou a extracdo de maiores
teores de fendis foi 0 metanol, esta resposta pode ser atribuida ao fato de que os compostos
fenolicos soliveis em metanol sdo mais abundantes em cebola, o que é promissor
considerando-se que os flavondides podem estar neste conjunto em fungéo da solubilidade.
Nos extratos obtidos com acetato de etila os valores detectados estavam préximos do limite
de quantificacdo, o que sugere baixas concentracdes de fendis polimerizados, sendo
necessario evaporar o solvente antes da quantificacdo dos fendéis.

As variaveis tempo de extracdo, rotacdo e tempo com e sem interrupcbes de
processo, foram estudadas em um planejamento completo 2° com trés pontos centrais para
obtencao do ponto 6timo de extracdo dos compostos fendlicos (Tabela 3). O comportamento
verificado permitiu otimizar e construir modelo preditivo dentro da faixa étima para extracéao

dos fenois em funcao das variaveis estudadas.

A Tabela 4 (ANEXO 1) apresenta os resultados da andlise estatistica dos efeitos
estudados no planejamento 2° tendo como resposta o rendimento em fendis totais na
cebola. A observagao dos resultados da Tabela 3 e da Tabela 4, confirmam que ocorrem
diferentes conteldos de fendis na cebola em funcdo das associacées de condicoes
avaliadas demonstrada pelos conteldos obtidos em fendis totais nos diferentes
experimentos. Lima et al., (2004) também mencionaram estas variagbes e atribuiram a

formas quimicas distintas de fendis presentes na matriz.

A Tabela 4 mostra que entre as trés variaveis estudadas, rotacéo, tempo de agitacéao
e a interagado da rotacdo com o tempo de agitacdo foram estatisticamente significativas ao
nivel de confianca de 95%, quando a resposta foi o contetido de fendis totais (ug fendis/ g

de cebola). A rotacdo (G) apresentou efeito positivo ao passar do menor valor para a maior,
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assim como indicou o aumento na média desta resposta. A variavel tempo de agitagao teve
efeito contrario, ou seja, o menor tempo resulta em maior conteldo de fendis totais. A
interacdo da variavel rotagdo com o tempo de agitacdo apresentou efeito negativo
diminuindo a média do contetdo de fendis totais em 362 g fendis /g de cebola. Os efeitos

das demais variaveis néo foram significativos.

Através dos resultados obtidos, foi possivel obter os coeficientes de regressao
(Tabela 5 ANEXO 1) de um modelo de terceira ordem para as variaveis e desta maneira
analisar a validade do modelo de contetdo de fendis em fungéo das variaveis estudadas por
meio da analise de variancia. Estes foram significativos e preditivos para a acdo combinada
dos parametros tempo de agitacdo, rotagdo e a interacdo da rotacdo com o tempo de
agitacdo, no conteudo de fendis totais (Tabela 5) originando a Equagdo 1 e a Figura 1
(ANEXO 1).

Conteudo de fendis (ug fenois/g de cebola) =2109,9 + 171,9R + 86,6T —181R. T (1)
Onde: R = rotacao (G), T = tempo (minutos)

O teste F, mostrou um F calculado de 31,1, que foi 7 vezes maior do que o F
tabelado, 4,35 (Tabela 6 — ANEXO 1), permitindo que o modelo expresso na Equacao 1
fosse utilizado para gerar a superficie de resposta para o rendimento de fendis (Figura 1).

A Figura 1 mostrou que o rendimento dos fendis foi maior utilizando rotagcao de
aproximadamente 3,13G e tempo de agitacdo de 120 minutos, atingindo valores de 2372,4
ug fendis/ g de cebola quando a extragéo e quantificacdo sao realizadas nestas condigbes
de rotagéo e tempo de agitacdo. O que indica que o aumento no tempo de agitacdo pode
ocasionar uma diminuicdo no conteldo de extracdo dos compostos fendlicos presentes na
cebola. Isto pode ser atribuido a degradacdo dos fendis por acdo de enzimas Oxido
redutases do tecido ou reversdo do equilibrio dos compostos entre as fracées solido-liquido
do sistema.

Em vista deste resultado, menor tempo de extracado resultando em maior contelido
de fendis totais, foi avaliada a cinética do processo (Figura 2 - ANEXO 1), diminuindo o
tempo de extracdo até que este ndo fosse mais significativo ao nivel de confianca de 95%. A
diminuicdo a partir de 120 minutos nado foi significativa no intervalo de confianca
estabelecido, comprovando a adequacidade do tempo estabelecido para a extracdo dos
compostos.
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3.1 Indicativos de Mérito para o Método de Folin Ciocalteau

O procedimento de extracao otimizado foi executado para determinar os indicativos
de performance limite de quantificagdo e recuperacao, cujas avaliacbes foram realizadas em
triplicata.

A Equagdo da curva de calibragdo da quercetina foi C = 0,0352A onde C é a
concentracdo de quercetina, A é a absorbancia a 660nm e o coeficiente de correlacdo R =
0,999 demonstrando a linearidade da relagéo nas concentracées da curva analitica.

O limite de quantificacdo determinado foi de 30,7 ug fendis. O teor médio de
recuperacao para o método completo usando a extracao otimizada foi de 88% e variou entre
84 e 92 % da menor para a maior concentracao testada. As condicdes de extragdo resultam
em valores que estdo fora dos valores dos pontos criticos para a confiabilidade de
resultados analiticos e neste caso os teores obtidos para limites de quantificacdo e
recuperacdao sugerem que o método adaptado é promissor para determinar fendis em
cebolas, expressando como g de fenodis (quercetina)/ g de cebola.

O procedimento foi testado quanto a sua aplicabilidade adotando-o para quantificar
fendis em cebolas cultivadas na regidao de Sao José do Norte, na safra de 2007 e
classificadas conforme a legislagcdo do MAPA. A classificagdo comercial dos bulbos de
cebola adota como critério o diametro transversal distribuindo em quatro classes, cujos
tamanhos variam entre 35 a 90 mm. Nesta classificacdo ndo estdo considerados nenhum

outro aspecto que possa refletir a qualidade do contetdo do tecido.

Nas cebolas analisadas o teor de fendis extraidos com metanol variou entre 22443 e
2306,4 ug de fendis totais/ g de cebola (Tabela 7 — ANEXO 1) e o teor de umidade entre
86,8 e 87,4% para as diferentes classes, que ao nivel de significAncia de 95% apresentou
diferenga significativa entre as classes no aporte de fendis na dieta do consumidor (Tabela 8
— ANEXO 1). Considerando o total obtido com o metanol, a classe 4 apresentou o maior
conteldo de compostos fenélicos. Comparativamente a outros tecidos mencionados pela
literatura como funcionais pelo seu conteudo fendlico, como banana 310 ug fenodis/ g
amostra, maga 1000 ug fendis/ g amostra e batata 990 ug fendis/ g amostra (equivalente de
tirosina) (OLIVEIRA, 2005), a cebola parece ser bem promissora quando se investiga

vegetais com maior contetdo fendlico.
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4. CONCLUSAO

O planejamento experimental € uma ferramenta que melhorou a qualidade da
informacgao através dos resultados, permitindo otimizar e construir o modelo preditivo dentro
da faixa 6tima para a extracao de fendis, representado pela equacao obtida para o contetido

fendlico.

Empregando duas etapas de planejamento experimental para o rendimento de fenois
totais, foi possivel determinar as condicbes 6timas de extracdo de cebola para emprego das
variaveis, tempo de extragdo, rotacdo e tempo com e sem interrupcdes do processo de
extracdo, com resultados preditivos e significativos para o conteido de fendis. As condicoes
otimizadas ocorriam quando foi utilizado o tempo de extracao de 120 minutos € a rotagédo de
3,13 G em mesa agitadora orbital. Sendo que a classe 4 foi a melhor para incorporar fenol
na dieta com um conteudo de 2387,6 ug fendis/ g de cebola.
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RESUMO

A cebola comum (Allium Cepa L.) compreende diversos cultivares que produzem este tipo
de bulbo, estando disponivel no mercado diferentes variedades. Visando estimar o aporte de
nutrientes e compostos funcionais destes bulbos o objetivo deste trabalho foi determinar as
caracteristicas fisico-quimica e a atividade das enzimas oxirredutases em quatro classes de
cebolas comerciais. Foram determinadas a composicao centesimal, pH e acidez (AOAC,
2000), compostos fendlicos totais em extratos aquosos, metandlicos e aceto etilicos e
atividade enzimatica de catalase, peroxidase e polifenoloxidase. As fracdes umidade e
cinzas nao apresentaram diferenca significativa, enquanto as demais fragbes apresentaram
diferenca significativa entre as classes. O extrato que apresentou maior teor de compostos
fenolicos foi o extrato aquoso, valor médio de 2,83 mg de fendis/g de cebola, ndo sendo
observada diferenga entre as classes. A classe 2 apresentou maior atividade especifica para
catalase e peroxidase, 0,025 mg H,O, decomposta / min / mg de proteina e 0,031 abs / min /
mg de proteinas respectivamente. A enzima polifenoloxidase nao foi detectada nas
amostras de cebola.

Palavras chave: cebola, enzimas, fendis.

ABSTRACT

The common onion (Allium Cepa L.) includes various growing systems which produce this
type of bulb, being available on the market in different varieties. Aiming to estimate the
nutrients and functional composts of such bulbs, the purpose of this study was to
characterize, physically and chemically, and determine the activity of enzymes
oxidoredutases in four classes of commercial onions. It was determinated proximal
composition, pH and acidity, phenolic componends in aquous, methanolic and aceto ethylic
extracts and activity of enzymes of catalase, peroxidase and poliphenoloxidase. The
fractions of humidity and ash did not show any significant difference, while the others showed
significant difference among classes. The extract that showed the greater content of phenolic

composts was the watery extract (average value of 2,83 mg of phenols/g of onion), there was



50

no occurrence of difference among the classes. Class 2 showed greater specific activity for
catalase and peroxidase enzymes, 0,025 mg H.O. decomposed/ min / mg of protein and
0,031 abs / min / mg of proteins respectively. The poliphenoloxidase enzyme was not
detected in the samples of onions.

Keywords: onion, enzymes, phenols

1. INTRODUCAO

Os processos vitais de biossintese sado responsaveis pela formacdo, acumulo e
degradacado de inimeras substancias organicas no interior das células que formam os
diversos tecidos dos organismos animais e vegetais. Muitas dessas substancias,
especialmente as de origem vegetal, encontram emprego utilitario em diversas areas
aplicadas a alimentacéo e a saude. Os compostos resultantes desse metabolismo podem
ser separados em produtos do metabolismo primario que sdo os glicidios, protidios e
lipidios, e os do metabolismo secundario, que sdo os compostos terpénicos, alcalbides,
glicosidios e varios outros (MATOS, 1997).

Entre os metabdlitos secundarios produzidos pelas células, destacam-se os
compostos fenolicos, que sdo compostos organicos que contém um grupo hidréxi (-OH)
ligado diretamente num anel aromatico (HALLIWELL et al, 1995), estes tém recebido muita
atengdo nos ultimos anos, sobretudo por inibirem a peroxidagéo lipidica e a lipooxigenase in
vitro (SOUSA et al., 2007). Varias fontes de compostos fendlicos tém sido estudadas,

visando fornecer subsidios para elaboracado de uma dieta saudavel a populacéo

A cebola (allium cepa) é uma das plantas cultivadas de mais ampla difusdo no
mundo, sendo a segunda hortalica em importancia econdmica. A producdo mundial
apresentou aumento de cerca de 25% na Ultima década, o que coloca as diferentes
variedades de cebola como uma das trés hortalicas mais importantes ao lado do tomate e
da batata (EMATER, 2007). Em fung&o disto o Ministério da Agricultura, do Abastecimento e
da Reforma Agraria aprovou o Regulamento Técnico de Qualidade de Cebola (1995)
portaria n° 529, que descreve o critério de classificacdo das cebolas baseados nas
dimensbes e nas caracteristicas visuais como indicativo de qualidade, dividindo em quatro
classes variando de 35 a 90 mm de diametro transversal (EMATER, 2007). A cebola que

nao atender aos requisitos da norma é classificada como “fora do padrdao” e comercializada
somente com tal designacdo na embalagem de comercializacdo, no que diz respeito ao

comercio em territério nacional, a precos pouco atrativos. No entanto, informacdes
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disponiveis sobre as propriedades fisico-quimicas da cebola ndo sdo especificas quanto a
regiao de cultivo ou a classe e variedade.

A composicado de cebola é influenciada pelas condicdes de cultivo (sistema de
producéo, tipo de solo, clima) e por fatores genéticos. Bulbos de cebola para consumo
fresco sdo pouco caléricos (em torno de 40-50 calorias) e contém de 89 a 95% de agua,
além de mono e dissacarideos (aglUcares totais em torno de 6%), proteinas (1,6%), gordura
(0,3%) e sais minerais (0,7%). Possuem também alguns compostos fendlicos, bem como
acidos malico, citrico, succinico, fumarico, quinico, biotinicos, nicotinicos, folicos,
pantoténicos e ascérbico (EMBRAPA, 2007).

Estudos tém demonstrado que apos a colheita de frutas e hortalicas iniciam-se uma
série de processos degradativos que aceleram a senescéncia, causando perdas de grande
parte da producdo. Diversas dessas perdas podem ser atribuidas a acdo de enzimas
durante a pés-colheita (ZANATTA, ZOTARELLI e CLEMENTE, 2006). A peroxidase e a
polifenoloxidase tém sido consideradas as principais enzimas responsaveis pela
deterioragédo da qualidade em muitas frutas e vegetais. Estas enzimas podem participar de
um grande numero de reacdes oxidativas, tais como mudanca de cor, degradagdo da
clorofila ou auxinas, oxidagdo de fendis, oxidagdo do acido indol acético, biossintese da
lignina, e muitos destes fatores também podem ser associados com flavour, cor, textura e
qualidade nutricional dos alimentos (VALDERRAMA, MARANGONI, CLEMENTE, 2001;
ZANATTA, ZOTARELLI e CLEMENTE, 2006; CARNEIRO, ROLIM e FERNANDES, 2003).

Neste estudo a matriz escolhida foi a cebola cultivada na regidao sul do Rio Grande
do Sul, por se tratar de um vegetal ao qual se atribui propriedades funcionais diversas,
determinadas pelos diversos componentes presentes nos seus tecidos. Porém, o retorno
econdmico para os produtores nao é satisfatério, pois em funcéao de variaveis abibticas na
regiao as cebolas nao atingem as caracteristicas de classificacdo para comercializacao

compensatoéria como produto in natura.

Visando estimar o aporte de nutrientes e compostos funcionais destes bulbos o
objetivo deste trabalho foi determinar a composicao centesimal, o pH, a acidez, o teor de
compostos fendlicos totais extraidos em trés sistemas solventes e a atividade especifica das
enzimas catalase, peroxidase e polifenoloxidase em quatro classes de cebolas cultivadas na
regiao sul do Rio Grande do Sul. Os resultados podem servir para estabelecer processos
industriais ou artesanais que possibilitem a comercializagdo das cebolas de baixo valor
agregado para a distribuicdo in natura. Além disso poderao subsidiar os 6rgaos legisladores
com dados mais consistentes sobre a classificacdo das cebolas considerando seu aporte

nutricional e funcional.
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2. PARTE EXPERIMENTAL
2.1. Procedimentos Experimentais Gerais

Os solventes e reagentes empregados foram analiticamente puros (P.A). O reagente
de Folin-Ciocalteau pertencia a marca Polipur, a Quercetina a Sigma, e os substratos
guaiacol e catecol utilizados foram das marcas Merck e Sigma respectivamente.

2.2. Amostras

As cebolas foram coletadas no municipio de Sao José do Norte no Rio Grande do
Sul em marco de 2007, cedidas pela EMATER — RS, classificadas segundo Regulamento
Técnico de Qualidade da cebola (1995) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA). As cebolas foram descascadas, lavadas, picadas e secas em estufa
com circulagdo de ar da marca QUIMIS a 60°C, até atingirem valores médios de umidade de
13%.

2.3. Determinacao da Composicao Centesimal

Os teores de umidade das diferentes classes de cebolas foram determinados em
estufa com circulacédo de ar da marca QUIMIS sob temperatura de 60°C. Os percentuais de
cinzas das diferentes classes de cebolas foram determinados pelo método gravimétrico em
mufla 550°C. Os niveis protéicos foram determinados pelo método de micro-Kjeldahl,
empregando como fator de conversdo de nitrogénio o valor de 6,25. Todos os
procedimentos seguiram a metodologia da AOAC (2000) com excecao das fibras brutas que
foram determinadas conforme método do INTERLAB VI (CIENTEC, 1991).

A determinacdo de lipidios foi realizada pelo método de Bligh & Dyer (1959)
adaptando-se as relacbes solventes extratores ao teor de umidade das amostras. Os
acUcares redutores foram determinados conforme método do 3,5-DNS (MILLER, 1959). Os
métodos estao descritos em detalhes no ANEXO 2.

2.4. Propriedades Eletroquimicas

O pH das diferentes classes de cebolas foi determinado conforme AOAC (2000). O
vegetal foi homogeneizado em agua previamente fervida na proporgao de 1:9, sob agitacao
por 30 minutos. No sobrenadante foi determinado o pH potenciometricamente, utilizando um
pHmetro marca Hanna modelo 200, calibrado com tampao fosfato neutro (pH 7,0).
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A acidez foi determinada por titulometria de neutralizacdo com NaOH 0,01N e
expressa como porcentagem de acido piravico. Os métodos estao descritos em detalhes no
ANEXO 2.

2.5. Determinacgao dos Fendis Totais

A extracdo dos compostos fendlicos das cebolas foi realizado a frio com agua,
acetato de etila e metanol na proporcdo de 1:5 de massa seca:solvente, em agitador
horizontal a temperatura ambiente, seguida da particio com hexano, clarificacdo com
hidréxido de bario 0,1M e sulfato de zinco 5% e filiracdo. Os extratos provenientes dos trés
sistemas solventes foram armazenados em frascos de vidro a 18°C até quantificacdo e/ou
posterior uso. O conteudo de fenodis totais, das diferentes classes, foi determinado por
espectrometria de UV/visivel apés a reacdo com Folin-Ciocalteau. A estimativa de
concentracao de fendis foi realizada com uma curva de calibragdo da quercetina, cuja faixa
de concentracéo variou entre 2 e 16 pg/mL, com linearidade demonstrada pelo R® de 0,99
(BADIALE-FURLONG et al., 2003). O método esta descrito em detalhes no ANEXO 2.

2.6. Determinacao da Atividade Especifica das Enzimas Oxirredutases
2.6.1. Catalase

O extrato enzimatico foi preparado pesando 10g de amostra in natura, seguida de
homogeneizagao por 20 minutos em blender com 100 mL agua destilada e deionizada. Ap6s
homogeneizacéao as amostras foram filtradas com algodao. Os filtrados foram utilizados para
a determinacao da atividade enzimatica.

A reacdo enzimatica foi realizada a 40°C e pH 7 durante 20 minutos utilizando como
substrato peroxido de hidrogénio 0,006M. O conteddo de H.O. residual foi titulado com
permanganato de potassio padrao (0,004M). Os resultados foram expressos como atividade

especifica (AE) conforme a equacao 1.

_ mgH ,0,decomposta

catalase ~

AE :
minx mg proteina
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2.6.2. Peroxidase e Polifenoloxidase

Foram pesadas cerca de 20g de cebola, homogeneizadas em blender com 100 mL
de solucao tampao fosfato pH 5,2 por 2 minutos, seguida de filtracdo. Uma aliquota de 25
mL do sobrenadante foi adicionada a 25 mL de acetona para precipitacdo das proteinas.
Apos centrifugagcdo, o sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido com
solucao tampéo fosfato pH 5,2.

A reacao para medida da atividade enzimatica da peroxidase foi realizada a 40°C e
pH 5,5 utilizando o guaiacol como substrato. A reagéo foi realizada misturando 1,5 mL
solucdo tampéo fosfato de sodio pH 5,5; 1 mL de extrato enzimatico; 1,5 mL de agua
destilada; 1 mL de peréxido de hidrogénio 0,08% e 1 mL de solugcdo de guaiacol 0,5%. A
absorbancia foi medida a 470 nm apo6s 10 minutos de reacdo. Os resultados foram
expressos em atividade especifica definida conforme a equacéo 2, para as quatro classes

de cebolas comerciais.

_variagdo

peroxidase —

AE

' absorbéncia ( 2)
minx mg proteina

A medida da atividade enzimatica da polifenoloxidase foi realizada a 30°C e pH 6,0
utilizando o catecol como substrato. A reacéo foi realizada misturando 1 mL de extrato
enzimatico; 1,5 mL da solucdo tampao fosfato de sédio pH 6,0; 2,5 mL de agua destilada e
1 mL de solugéo de catecol 0,05M. A absorbancia foi determinada a 425 nm apo6s 10
minutos de reacdo. Os resultados foram expressos em atividade especifica conforme a
Equacéo 3, para as quatro classes de cebolas comerciais.

_variagdo

AEpolifelmlnxiduse -

absorbéncia ( 3)

minx mg proteina

2.7. Anadlise Estatistica

Os resultados das determinacbées das fracbes centesimais, dos conteldos de
compostos fendlicos e da atividade enzimatica para as classes de cebola foram analisados
utilizando analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey para comparacao das médias, ao
nivel de significancia de 95% entre as diferentes classes de cebola em estudo.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1. Composicao Centesimal das Cebolas

A classificagdo comercial dos bulbos de cebola adota como critério o didmetro
transversal distribuindo em quatro classes, cujos tamanhos variam entre 35 a 90 mm. Nesta
classificagdo nao estao considerados outros aspectos que possam refletir a qualidade do
conteldo do tecido ou mesmo sua relagdo com safra, local de producdo, periodo de
armazenamento ou qualquer outra variavel abidtica. Neste trabalho foram enfatizadas outras
caracteristicas fisico-quimicas de cada classe. Na Tabela 1 estdo os resultados das médias
das determinacdes das caracteristicas fisico-quimicas nas diferentes classes de cebolas

cultivadas em Sao José do Norte, Rio Grande do Sul.

Tabela 1: Composicao centesimal e propriedade eletroquimicas das diferentes classes
de cebolas cultivadas em Sao José do Norte, R.S.

Classe 2 Classe 3 Classe 4 Classe 5
Composicao/Classes
(35-50 mm)  (50-70 mm) (70-90 mm) (> 90 mm)

Umidade (%) 88,5% 88,4% 88,3% 88,6%

Cinzas (%) 0,75% 0,73% 0,76° 0,75°
Proteinas (%) 0,86% 1,04° 0,98° 0,91
Aclcares redutores (%) 3,732 5,27° 4,76° 4,67°
Fibra bruta (%) 0,612 0,62% 0,70° 0,7°
Lipidios (%) 0,172 0,182 0,19° 0,162

Acidez (% de acido piravico) 0,312 0,38° 0,312 0,29°
pH 5,232 5,08° 5,2° 5,16°

Letras iguais indicam que nao ha diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05)

De acordo com o Teste de Tukey entre diferentes classes de cebolas comerciais, as
fracdes de umidade e cinzas nao apresentaram diferenca significativa. Nas demais fracoes
houve diferenga significativa entre os niveis encontrados nas classes (Tabela 1),
especialmente para o teor protéico e de carboidratos. Este fato sugere que seria
interessante considerar para critério de classificacdo ndo somente as dimensbes e as
caracteristicas visuais, considerando-se a importancia do conhecimento do aporte de

nutrientes para o estabelecimento de dietas balanceadas especialmente as restricbes ao
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consumo de carboidratos necessarias a individuos diabéticos ou de restrigbes alimentares

diversas.

3.2. Conteudo de Fenois Totais

Os fendis constituem uma classe variada de compostos quimicos que apresentam
diferentes solubilidades e funcdes conforme a associacdo de substituintes na estrutura
fenodlica base. Sendo assim foram extraidos empregando trés solventes: metanol, agua e
acetato de etila. Na Tabela 2 estdo os resultados dos teores de compostos fenélicos nos
trés solventes determinados nas diferentes classes de cebola.

Tabela 2: Compostos fenolicos totais em diferentes classes de cebola

Classes Metanol (mg fendis/ Agua (mg fendis/  Acet. Etila (mg
g de cebola) g de cebola) fenois/ g de
cebola
Classe 2 2,26° 2,842 0,082
Classe 3 2,24° 2,89° 0,08°
Classe 4 2,31°¢ 2,78°% 0,082
Classe 5 2,28% 2,82% 0,082

*Letras iguais indicam que nao ha diferenga significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Nas cebolas analisadas o teor de compostos fenélicos extraidos com metanol variou
entre 2,24 e 2,31 mg por grama de cebola (Tabela 2), o que representou diferenca
significativa a 95% entre as classes, sendo a classe 4 a de maior potencial para

aproveitamento destes compostos no processo extrativo.

Os teores de compostos extraidos com &agua e com acetato de etila nao
apresentaram diferenga significativa entre as classes de cebola, sendo que o Ultimo
propiciou rendimentos 35 e 28 vezes menores que a agua e o metanol respectivamente. Os
compostos fendlicos sollveis em metanol e 4gua sdo mais abundantes em cebola, o que é
promissor considerando-se que os flavonéides em funcdo de sua solubilidade podem estar
neste conjunto e que sao os fendis de maior potencial antioxidante, além de outros efeitos
benéficos. Nos extratos obtidos com acetato de etila os valores indicaram que nas classes
analisadas a concentracdo de fendis polimerizados em relacdo aos demais é de
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aproximadamente 35 vezes menor, o que é esperado considerando-se que estes sdo mais
abundantes em tecidos ainda ndo amadurecidos e que as cebolas apesar de um 6rgao
subterraneo possuem paredes celulares pouco desenvolvidas.

Comparativamente a outros tecidos mencionados pela literatura como funcionais
pelo seu conteudo fendlico, tais como banana 0,31 mg fenédis/ g amostra, maca 1 mg fenois/
g amostra e batata 0,99 mg fendis/ g amostra (equivalente de tirosina), a cebola mostrou-se
promissora quando se considera apenas 0 conteldo total de compostos fendlicos,
especialmente no caso de extragdo aquosa. No entanto, cabe salientar que os efeitos
benéficos dos compostos fendlicos decorrem especialmente da estrutura quimica, a questao
quantitativa é relevante em termos de que a probabilidade de estarem presentes estruturas
adequadas para a prevencgao de processos oxidativos pode ser maior (MELO et al., 2006).

3.3. Atividade Especifica das Enzimas Oxirredutases

Os compostos fendlicos desempenhem papéis importantes nos organismos, a acao
destes compostos pode estar comprometida diante da presenca de enzimas do tipo
oxirredutases, principalmente as enzimas peroxidase e polifenoloxidase que dependendo de
suas caracteristicas especificas podem ao atuar causar alteracbes exatamente nos
compostos biologicamente ativos.

Estas enzimas aparecem em células de diferentes seres vivos e tem por fungéo
oxidar compostos doadores de elétrons. Bioquimicamente a funcio destas enzimas é de
protecdo das células contra danos enddgenos e exdgenos, e sua atividade se manifesta,
principalmente, em situagdées de desequilibrios fisico-quimicos do sistema tecidual. O
excesso da acdo desta enzima pode resultar em danos indesejaveis nas células. No caso de
alimentos as principais alteracdes sdo perdas de flavor, cor e de nutrientes (ZANATTA,
ZOTARELLI e CLEMENTE, 2006; VALDERRAMA, MARANGONI, CLEMENTE, 2001). Em
decorréncia destes riscos considerou-se interessante, além de conhecer o conteido de
compostos fendlicos totais, em suas diferentes formas de associagdo, estimar o seu
potencial de aproveitamento durante os periodos e situacbes que antecedem ao consumo
através da determinacéo da atividade de peroxidase e catalase.

Na Tabela 3 estdo as médias das estimativas de atividade especifica de catalase e
peroxidase expressas em mg de H.O, decomposta/ min / mg de proteinas e variacdo da
absorbéancia / min / mg de proteina, respectivamente nas diferentes classes de cebolas
estudadas.



58

Tabela 3: Atividade especifica da catalase e da peroxidase nas diferentes classes de

cebola
Classes Atividade Especifica Catalase Atividade Especifica Peroxidase
Classe 2 0,025% 0,031?
Classe 3 0,024 0,003
Classe 4 0,014° 0,0262
Classe 5 0,017¢ 0,025%

Letras iguais indicam que nao ha diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05)

A atividade especifica da catalase nas amostras de cebolas variou quase em dobro
(0,014 a 0,025), sendo a classe 2 a que apresentou maior atividade especifica, mesmo sem
diferenga significativa em relacdo a classe 3. As classes 4 e 5 tiveram atividade enzimatica
menores, diferindo significativamente em relagcdo as demais. Possivelmente a maior
atividade desta enzima nas classes 2 e 3, poderdo propiciar a estas uma maior funcao
protetora, visto que esta enzima atua convertendo o peréxido de hidrogénio, que se trata de
uma substancia toxica para as células, numa espécie quimica que seja in6cua e dificulta em
conseqliéncia a atividade da peroxidase que requer a presenca de peroxido de hidrogénio
como doador de oxigénio no processo oxidativo.

A variacao da atividade especifica da peroxidase entre as classes foi na razdo de 10
vezes entre a menor € a maior, sendo a classe 3 a que apresentou menor atividade
especifica da enzima peroxidase, diferindo significativamente das demais. Cabe salientar
também que a peroxidase pode causar oxidacdo em compostos doadores de elétrons
diversos e nao apenas os fenélicos (VALDERRAMA, MARANGONI, CLEMENTE, 2001;
ZANATTA, ZOTARELLI e CLEMENTE, 2006; CARNEIRO, ROLIM e FERNANDES, 2003;
MELO e VILAS BOAS, 2006). No caso das cebolas ricas em compostos sulfurados também
podem ser afetados pela acéo das peroxidases enddégenas.

Em funcdo de seus mecanismos de atuacdo é esperado que as enzimas catalase e
peroxidase tenham efeito sinergistico antagénico, visto que a catalase decompdéem o
peréxido de hidrogénio que é doador de oxigénio para o processo oxidativo catalisado pela
peroxidase. Apenas na classe 2 este comportamento nao foi observado, um exemplo é o
caso da classe 3, onde a catalase apresentou atividade especifica aproximadamente duas
vezes maior que as demais enquanto a peroxidase mostrou uma atividade dez vezes menor.

Estes dados de estimativa das atividades especificas dessas enzimas nas diferentes
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classes de cebolas comerciais sdo ferramentas importantes, para a adogdo de processos
que minimizem danos na composicado e na velocidade de degradacdo dos tecidos e por

consequéncia preservem o potencial de compostos funcionais disponiveis nos tecidos.

No caso de consumidores que buscam em sua dieta ndo apenas as funcodes
nutricionais basicas, mas também compostos com efeitos metabdlicos e/ou fisioldgicos
benéficos a saude, como é o caso dos compostos fendlicos, a classe 3 seria a mais
recomendada para ser consumida na forma in natura (salada) tendo como base a atividade
estimada para as enzimas oxirredutases. Ao contrario das classes 4 e 5 que apresentaram a
maior atividade especifica para a peroxidase, sugerindo que ao serem consumidos os
compostos fenodlicos teriam ja sofrido alteracdes na sua estrutura, dependendo das variaveis
abidticas que antecederam o consumo. Neste caso para preservar os fenois seria
interessante inativar as enzimas, ou seja, processar as cebolas de alguma forma,

especialmente em caso de armazenamento.

A polifenoloxidase € uma enzima intracelular que ocorre em plantas, animais e
fungos. Esta enzima contém cobre no centro ativo e catalisam dois tipos de reacdes, ambas
envolvendo oxigénio. A primeira reagao corresponde a hidroxilagdo de monofendis formando
orto-difendis e a segunda a oxidagao de orto-difendis formando orto-quinonas (GOMES et
al., 2001). Esta enzima nao foi detectada nas cebolas analisadas o que sugere também que

as cebolas ndo estavam ainda afetadas por contaminantes exégenos.

Ha muitos estudos sobre a determinacdo de melhor pH e temperatura para
inativagcdo de enzimas oxirredutases, principalmente peroxidase e polifenoloxidase, em

relacdo a catalase quase ndo se encontra estudos a respeito.

Comparando a média da atividade especifica da enzima peroxidase encontradas nas
classes de cebola com outras matrizes estudadas por alguns autores, como por exemplo,
VALDERRAMA, ZOTARELLI e CLEMENTE (2006) que avaliaram o comportamento das
atividades enzimaticas da polifenoloxidase e da peroxidase em polpa de goiaba frente ao
tratamento térmico, encontraram atividade especifica de 1,2 e 2,9 para peroxidase soluvel
de polpa de goiaba e peroxidase ionicamente ligada a polpa de goiaba respectivamente. Os
valores sdo expressos como aumento de uma unidade de absorbancia por minuto/mL. A
enzima peroxidase apresenta atividade especifica superior nas classes de cebolas
analisadas, ou seja, 4,5 aumento de uma unidade de absorbancia por min/mg de proteina. A
atividade especifica da polifenoloxidase foi de 1,51 na polpa da goiaba. Esta enzima nao foi
detectada nas classes de cebola.

Em relacdo a maca, as classes de cebolas apresentam atividade especifica da
enzima peroxidase inferior, pois segundo VALDERRAMA, MARANGONI e CLEMENTE
(2001) que avaliaram o efeito do tratamento térmico sobre a atividade de peroxidase e
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polifenoloxidase em macgéa dos cultivares Fuji e Gala. Determinaram 31 e 220 de peroxidase
para polpa e casca da maca do tipo Gala e 128 e 229 para polpa e casca da macga Fuiji. Os
resultados sdo expressos como aumento de uma unidade de absorbancia por minuto/g de
amostra. Os valores encontrados para a enzima polifenoloxidase foram de 2,4 e 0,96 na
polpa e na casca da amostra de maca Gala e 5,50 e 12,4 da polpa e da casca da maca Fuiji,
respectivamente. Nenhum dos trabalhos avaliaram a atividade especifica da enzima
catalase.

4. CONCLUSAO

A determinacdo da composicdo centesimal das diferentes classes de cebolas
comerciais mostrou que umidade e cinzas nao apresentaram diferenca significativa entre as
classes, porém ocorre diferenca em outras fragcdes de interesse nutricional, como acglcares

redutores e proteinas.

Os extratos da cebola apresentaram ampla faixa de conteudo fenélico (0,08 e 2,89
Mg rensis-Jis) '), Sendo que os extratos obtidos com &gua os que se destacaram
significativamente, sendo 1,3 e 35 vezes maiores que 0s extratos metandlicos e os extraidos

com acetato de etila respectivamente.

As estimativas de atividade especifica de catalase e peroxidase sugerem que a
classe 3 seria mais promissora em aporte de compostos fendlicos na dieta, pois seria a
menos susceptivel as degradacdes por acdo da peroxidase. A atividade de polifenoloxidase
nao foi detectada nas cebolas coletadas.

As diferengas nas caracteristicas bioquimicas verificadas entre as diferentes classes
de cebola sugerem que seria interessante rever o critério de classificacdo baseado apenas

no diédmetro transversal para atribuir valor comercial a esta matéria-prima.
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RESUMO
O objetivo do trabalho foi determinar o conteldo de fenodis totais e avaliar a atividade

antioxidante dos extratos de cebola extraidos em trés sistemas solventes (metanol, agua e
acetato de etila) e da microalga chlorella em metanol, buscando identificar o0 emprego mais
adequado para a eficiéncia na prevengdo da atividade antioxidante. Os extratos foram
avaliados frente a trés sistemas oxidativos. A capacidade seqliestradora dos radicais livres
(DPPH), inibigado da agao de enzimas oxirredutases e inibicdo de perdxidos e compostos
oxidados em sistemas lipidicos. O extrato com maior teor de compostos fendlicos foi o
aquoso (2,83 mg de fenodis/g de cebola). Todos os extratos apresentaram atividade
antioxidante nos diferentes sistemas empregados, mas o exirato aceto etilico mostrou-se
mais eficiente na agao antioxidante, com 53% de inibi¢do/ug fenéis em DPPH e 53% em
inibicdo de oxidacdo e em peroxidase.

Palavras-Chave: cebola, chlorella, fendis, atividade antioxidante

ABSTRACT
The objective of the work was to determine the total phenolic content and to evaluate the

antioxidants activity of extracts of onion extracted in three solvent systems (methanol, water
and acetate of etila) and of the microalgae chlorella methanol, searching to identify the job
most adequate for efficiency in the prevention of the antioxidants activity. The extracts had
been evaluated front the three oxidativos systems, the capacity of scavenging of the free
radicals (DPPH), inhibition of the enzyme action oxirredutases and inhibition of peroxides
and oxidated compounds lipids in systems. The extract that presented higher concentration
of phenolic composite was the watery extract (2,83 mg of fendis/g of onion). All the extracts
had presented antioxidants activity in the different used procedure, but the aceto ethylic
shorved the revealed most efficient in the antioxidant action, with 53% of inibigao/ug phenols
in DPPH and 53% in inhibition of oxidation and peroxidase.

Keywords: onion, chlorella, phenols, antioxidants activity



65

1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, estudos tém demonstrado que os radicais livres estdo entre os
fatores responsaveis pelo envelhecimento e pelas doencas cronicas degenerativas, tais
como, cancer, diabete, doencas cardiovasculares, catarata e etc. Por se tratarem de
moléculas instaveis, ou seja, seus atomos possuem elétrons desemparelhados, estes
atingem as membranas lipidicas das células oxidando-as de forma a dificultar sua atividade
protetora (SOUSA et al 2007; SROKA e CISOWSKI, 2003; IQBAL, BHANGER e ANWAR,
2007)

A produgédo de radicais livres nos seres vivos pode ser controlada por diversos
compostos antioxidantes, que podem ter origem endoégena ou serem provenientes da dieta
alimentar. Os antioxidantes podem ser definidos como um conjunto heterogéneo de
substancias formadas por vitaminas, minerais, pigmentos naturais e outros compostos
vegetais e, ainda, enzimas, que blogueiam o efeito danoso dos radicais livres (SINGH e
RAJINI, 2004; SOUSA et al 2007; HALLIWELL et al, 1995). O mecanismo de acdo dos
antioxidantes é bem variado e incluem a remogdo do oxigénio do meio, seqliestro dos
metais catalisadores da formacdo de radicais livres, aumento da geragcao de antioxidante

enddgeno, inibicdo de enzimas oxidativas ou mesmo a interacdo de mais de um mecanismo.

Dentre as diversas classes de substancias antioxidantes de ocorréncia natural,
destacam-se os compostos fendlicos ou polifendis que sdo compostos organicos que
contém um grupo hidroxi (-OH) ligado diretamente num anel aromatico, que conferem a
estrutura um papel importante na neutralizacdo ou sequlestro de radicais livres e quelacao
de metais de transicdo, agindo tanto na etapa de iniciacdo como na propagacido do
processo oxidativo (HALLIWELL et al, 1995). Os maiores grupos dos agentes fendlicos com
propriedades antioxidantes incluem os fendis neutros, os acidos fendlicos, flavonodides,
isoflavonas, flavonas, antocianinas, catequinas e outros presentes naturalmente em frutas e
vegetais (OLIVEIRA e FURLONG, 2008; DIMITRIOS, 2006).

Varios métodos sao utilizados para avaliar a atividade antioxidante em extratos e
substancias isoladas, eles sdo baseados na estimativa da capacidade seqiiestradora de
radicais livres, inibicdo de enzimas oxirredutases e inibicdo da peroxidagao lipidica.

A atividade seqUiestradora do radical livre pode ser determinada com o reagente 1,1-
difenil-2-picril-hidrazila (DPPH), de coloragédo purpura que absorve em 515 nm. Por agao de
um antioxidante ou uma espécie radicalar, o DPPH é reduzido formando difenil-picril-
hidrazina, de coloracdo amarela, com conseqgliente desaparecimento da absorgéo, podendo
a mesma ser monitorada pelo decréscimo da absorbancia. A partir da diminuicdo da
absorbancia do DPPH em presenca do antioxidante pode ser estimada a porcentagem de
atividade antioxidante ou sequestradora de radicais livres. Estes dados permitem estimar a
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concentracao eficiente (CE) ou chamada de concentragéo inibitéria (Cl) do extrato, definida
como a quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a concentraciao de DPPH em
50% (SOUSA et al., 2007).

Outra forma de estimar atividade antioxidante de extratos € medir a inibicdo da
reacdo escurecimento enzimatico do guaiacol catalisada pela peroxidase em auséncia e
presenca do composto em estudo. A outra técnica freqlientemente mencionada na literatura
consiste em avaliar o grau de oxidacao do azeite de oliva pré-oxidado, através das medidas
do indice de peréxido e o acido tiobartitirico (TBA), usando como inibidor da reacao
oxidativa os extratos de cebola e chlorella contendo compostos fendlicos (PASSOTO,
PENTEADO e MANCINI-FILHO, 1998).

Os compostos fenolicos, com atividade antioxidante podem ser obtidos de diferentes
fontes, nesse trabalho a obtengéo foi a partir de duas matrizes. A cebola (Allium cepa L.)
que é um bulbo cbnico pouco desenvolvido, macico, envolto por folhas modificadas, as
quais se apresentam como tunicas superpostas. As folhas subterrdneas armazenam
nutrientes para serem utilizadas por outras porgdes do vegetal durante o ciclo de vida.
(GEMTCHUJNICOV, 1976; RAVEN et al., 1996). A cebola é considerada como fonte de
vitaminas e sais minerais, além de apresentar propriedades terapéuticas comprovadas,
como a protegado contra algumas infeccdes do aparelho digestivo, diminuicdo do nivel de
glicose no sangue e protegao contra a arteriosclerose (GOLDMAN et al., 1996).

O segundo tecido estudado foi a Chlorella, uma microalga eucariética unicelular
esférica e seu didmetro varia de 5-10um, dependendo da espécie (ILLMAN, SCRAGG e
SHALES, 2000). E encontrada em tanques e lagos, com grande habilidade de realizar a
fotossintese. Esta microalga possui 53% de proteinas, 23% de carboidratos, 9% de lipidios e
5% de minerais (HENRIKSON, 1994). Ela contém ainda mais de 2% de clorofila, o que lhe
permite rapido crescimento (VONSHAK, 1997). Esta microalga usada como suplemento
alimentar, rica em compostos funcionais protetores, ndo apresenta informacdes sobre o seu

poder antioxidante.

O objetivo deste estudo foi determinar o conteldo de fendis totais e avaliar a
atividade antioxidante dos extratos de cebola e da microalga chlorella, buscando identificar o
emprego mais adequado para eficiéncia da atividade antioxidante.
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2. PARTE EXPERIMENTAL
2.1. Reagentes

Os solventes e reagentes empregados foram analiticamente puros. Sendo o
reagente Folin-Ciocalteau da marca Polipur, a Quercetina e o 1,1-difenil-2-picril-hidrazila
(DPPH) da Sigma, o acido gdlico da Vetec, e o guaiacol da Merck.

2.2. Amostras

As cebolas cedidas e classificadas pela EMATER, Rio Grande, RS foram coletadas
no municipio de Sao José do Norte no Rio Grande do Sul em margco de 2007. A
classificagao foi realizada segundo Regulamento Técnico de Qualidade da Cebola (1995)
portaria n° 529 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). No
Laboratério de Bioquimica de Alimentos da FURG as cebolas foram descascadas, lavadas,
picadas e secas em estufa com circulagdo de ar da marca QUIMIS a 60°C, até atingirem
valores de umidade de 13%.

A microalga chlorella foi obtida na forma de pastilhas, em estabelecimento comercial
de lojas especializadas em produtos alimenticios especiais na cidade de Rio Grande — RS.
As pastilhas foram moidas com o auxilio de grau e pistilo até ficarem na forma de pé com

granulometria 0,35 mm

2.3. Extracao e Determinacgao do teor de fendis totais

A extracdo dos compostos fendlicos das cebolas foi realizado a frio com agua,
acetato de etila e metanol e a microalga chlorella com metanol, na proporcao de 1:5 de
massa seca : solvente, em agitador horizontal a temperatura ambiente, seguida da particao
com hexano, clarificagdo com hidréxido de bario 0,1M e sulfato de zinco 5% e filtragao. Os
extratos foram armazenados em freezer até quantificagao e/ou posterior uso. O conteldo de
fenois totais, das diferentes classes de cebolas e da microalga chlorella foi determinado
através do método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, com uma curva de calibracéao
da quercetina e tirosina respectivamente, com faixa de concentragdo variando de 2 e
16ug/mL (BADIALE-FURLONG et al., 2003). O método esta descrito em detalhes no
ANEXO 3.
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2.4. Determinacao da Atividade Antioxidante
2.4.1. Atividade Seqiestradora do Radical Livre DPPH

A solucdo estoque de DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazila) foi preparada pesando
0,0100g e transferindo para um baldao volumétrico de 50 mL, sendo o volume completado
com metanol. Uma aliquota de 10 mL foi retirada da solucdo estoque e transferida para um
baldo volumétrico de 100 mL, e o volume final foi completado com metanol. Aliquotas de
100 uL, 200 uL e 500 uL dos extratos de cebola e chlorella, com concentragdo conhecidas
de compostos fendlicos foram colocados em diferentes tubos de ensaio. Em seqiiéncia 3,9
mL, 3,8 mL e 3,5 mL da solucido de DPPH em metanol (5x10° M) foram adicionados e, apds
agitacdo manual, os tubos foram deixados em repouso ao abrigo de luz. Ao final de 15, 30,
45 e 60 min a absorbancia foi medida a 515 nm e a capacidade de sequestrar o radical,
expresso como percentual de inibicao, calculada de acordo com as equacdes 1 e 2 (SOUSA
et al., 2007).

Equacao 1:

% de Inibicao Bruto = (Abs controle — Abs amostra)/ abs controle. 100

Onde absorbancia do controle é igual a solugdo de DPPH sem antioxidante, sendo o volume

completado com metanol

Equacao 2:

% de Inibicao Especifica = (% de inibicao bruto/pg de fenadis)

Como padrao de comparacao foi utilizado a quercetina para avaliar a capacidade de
seqlestrar o radical DPPH, determinadas nas mesmas condi¢cdes dos ensaios realizados

com os extratos analisados.

2.4.2. Atividade de Inibicao Enzimatica Oxidativas

A enzima peroxidase foi extraida de polpa de batata (Solanum Tuberosum L.) da
variedade rosa (20g) com 100 mL de solucéo tampao fosfato pH 7, sob agitagdo em blender
por 2 min, seguida de filtragdo com algodao. Uma aliquota de 10 mL do sobrenadante foi
adicionada a 20 mL de acetona para precipitacdo da enzima. Apds centrifugacdo, o
sobrenadante foi descartado e a enzima ressuspendida com EDTA 0,25M (OLIVEIRA,
2005).
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A reacdo enzimatica foi realizada a 30°C e pH 6,0 utilizando o guaiacol como
substrato em presenca de peréxido de hidrogénio 0,08%. A reacao foi realizada misturando
1,5 mL de solucdo tampao fosfato, 1,7 mL de agua destilada, 1 mL de perbxido de
hidrogénio 0,08%, 0,5 mL de guaiacol 1%, 1 mL do extrato enzimatico e 0,3 mL dos extratos
analisados que continham teores conhecidos de compostos fendlicos. Os extratos foram
adicionados e para avaliar o seu efeito na velocidade da reagéo no grupo controle o volume
de extrato foi substituido por agua destilada. A absorbancia foi medida a 470 nm em um
espectrofotometro VARIAN modelo CARY 100 nos tempos 0, 5, 10, 15, 20 e 25 minutos de
reacdo. A atividade antioxidante foi expressa como o percentual de inibicdo da reacdo de
escurecimento apés 10 minutos de reacao, em relacdo ao seu controle. Calculada de acordo
a seguinte equacéo 3.

Equacao 3: (Abs.controle - Abs. Amostra).100/Abs.controle

Estudo do Mecanismo de Inibicao de Peroxidase pelos Extratos Fendlicos

Foram utilizadas diferentes concentracdes do substrato (guaiacol) e os resultados
foram plotados segundo o método grafico de Lineweaver e Burk. A reagdo ocorreu em
solucdo tampao fosfato pH 6,0, com o extrato enzimatico da batata, perdxido de hidrogénio
0,08% e diferentes aliquotas de guaiacol 0,5% como substrato da reacdo a saber (0, 0,05,
0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8,mL) em cada sistema reator. Além do grupo controle o
procedimento foi repetido em presenca dos extratos fendlicos obtidos das amostras de
cebola e microalga chlorella. Para os extratos de cebola extraidos com metanol e com agua
foram utilizadas aliquotas de 300 pL e 500 yL e para os extratos de cebola tendo com
solvente o acetato de etila e a microalga chlorella as aliquotas empregadas foram de 500 L
e 800 pL.

2.4.3. Avaliacao da Peroxidacao Lipidica

Inicialmente o azeite de oliva foi submetido a diferentes condi¢cdes pro-oxidantes:
tratamento térmico a 100°C durante 30 minutos, tratamento térmico a 30°C durante 30
minutos, adicdo de cloreto férrico sob agitacdo a 25°C e exposicéo a radiagao ultra-violeta
com comprimento de onda de 260 e 354 nm em diferentes tempos (20, 40, 60 minutos).
Para avaliar o efeito dos tratamentos foi determinado o indice de peroxido (IP), que
consistia na reacdo da amostra com iodeto de potassio, solucdo de acido acético-
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cloroférmio e agua destilada. Com determinacao do iodo liberado por titulacdo com solucéo
de tiossulfato de sédio padronizada. O método esta descrito em detalhes no ANEXO 3.

O indice de peroxido, expresso como meqg/Kg de amostra, foi calculado conforme a
equacéao 4.

Equaco 4: I.P. = (Va — Vg). N. 1000/ Pa

Va = volume de tiossulfato gasto na amostra
Vg = volume de tiossulfato gasto no branco
N = normalidade do tiossulafto de sédio

Pa = peso da amostra em gramas

O teste do acido tiobartitarico (TBA) foi realizado segundo metodologia de VYNCKE
(1970) com modificagdes. O método consiste em determinar os malonaldeidos formados da
reacdo durante a oxidacado lipidica por decomposicdo de hidroperoxidos com o TBA. A
coloracdo avermelhada foi determinada espectrofotometricamente a 538 nm apo6s 40
minutos. Os valores das concentracbes de malonaldeidos formados foram determinados a
partir de uma curva analitica com padrao TMP (1,1-3,3-tetra metoxipropano) com
concentracdo variando de 1,01.10% a 10,1.10®%. O método esta descrito em detalhes no
ANEXO.

Os testes de indice de peroxido e do acido tiobartitirico foram realizados sem a
adicao dos extratos (grupo controle) e com a adigdo dos extratos de cebola e chlorella para
avaliar os efeitos antioxidantes destes.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1. Determinacéao de Fenois Totais nas Amostras de Cebola e Chlorella

A Tabela 1 apresenta a média do conteldo de compostos fendlicos totais da cebola

extraidos em trés sistemas solventes e da microalga chlorella em extrato metandlico.
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Tabela 1: Resultados dos fendis totais presentes nos extratos estudados

Extrato Fendis Totais (Myencis/g amostra
Cebola Metanol 2,27
Cebola Agua 2,83
Cebola Acetato de Etila 0,08
Chlorellla metanol 0,20

Para determinar o conteldo de compostos fendlicos nas diferentes classes de
cebolas foi realizado um procedimento de extracao otimizado para obtencao dos indicativos
de performance, como limite de quantificacdo e recuperagédo, cujas avaliagbes foram
realizadas em ftriplicata. O limite de quantificacdo determinado foi de 30,7 ug fendis/g
amostra. O teor médio de recuperacdo para o método completo usando a extracéo
otimizada foi de 88% e variou entre 84 e 92 % da menor para a maior concentragao testada.
As condicdes de extracdo resultam em valores que estdo fora dos valores dos pontos
criticos para a confiabilidade de resultados analiticos e neste caso os teores obtidos para
limites de quantificacdo e recuperacao sugerem que o método adaptado é promissor para

determinar fendis.

O conteldo de fenois totais variou entre 0,08 Mgrnsis/ § amostra na cebola extraida
com acetato de etila e 2,83 mgrnsis/ g amostra na cebola extraida com agua. A variabilidade
na distribuicio e composicdo dos compostos fitoquimicos fendlicos é grande para os
diferentes extratos estudados neste trabalho, sendo este mesmo comportamento verificado
por outros autores. Cabe lembrar que isto pode ser determinado pela variedade, espécie,
procedimento de plantio, condicdes de estocagem e processo ao qual o tecido é submetido
(KIM et al., 2003). Em relagédo ao extrato da microalga chlorella a média do teor de
compostos fendlicos encontrado foi de 0,20 Mgrnss/ § amostra e ndo foram encontrados

informes na literatura sobre os niveis destes compostos.

Comparativamente a outros tecidos mencionados pela literatura, como funcionais
pelo seu conteudo fendlico, como banana 0,31 mg fenois/ g amostra, maca 1,0 mg fendis/ g
amostra e batata 0,99 mg fendis/ g amostra (equivalente de tirosina), 0,061-0,084 mg fendis/
g de amostra (acido ferulico) (ZHOU et al., 2004), 0,69 e 0,35 mg fendis/ g de amostra em
bagago de laranja e polpa de berinjela (BADIALE-FURLONG et al., 2003), a cebola parece
ser bem promissora quando se investiga vegetais com potencial de aporte de compostos
fendlicos na dieta.
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Uma vez que os solventes que propiciaram a extracdo de maiores teores de fendis
na cebola foram o metanol e a agua, esta resposta mostrou que os compostos fendlicos
soliveis em metanol e agua sdo mais abundantes em cebola, o que é promissor
considerando-se que flavondides podem estar neste conjunto em funcdo da solubilidade.
Nos extratos obtidos com acetato de etila os valores indicam que foram extraidas baixas

concentracoes de fendis que possivelmente se encontravam em estado polimerizado.

3.2. Determinacao da Atividade Antioxidante

Varios métodos sao utilizados para avaliar a atividade antioxidante em extratos e
substancias isoladas. Nesse estudo foram realizadas estimativas da atividade em diferentes
sistemas que envolvem oxidacao para identificar o tipo de mecanismo de inibicdo dos
compostos fendlicos presentes nos extratos analisados e a melhor forma de aplicar os

compostos na sua condicdo de maior eficiéncia

3.2.1. Capacidade de Seqtestrar o Radical Livre DPPH

A Tabela 2 apresenta os resultados das determinagdes realizadas para avaliar a
capacidade de seqestrar o radical livre DPPH, expressa em percentual de inibicdo, exibida
pelos extratos de cebola e chlorella nas aliquotas de 100 uL, 200 uL e 500 pL com seus
respectivos contetdos de fendis totais explicitados.
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Tabela 2: Capacidade de seqiiestrar o radical livre DPPH (% de inibicao) utilizando-se
diferentes niveis de compostos fenolicos

% de Inibicao Bruto Inibicao
Compostos Especifica*
Extratos fendlicos 15min 30min 45 min 60 min
(MQ/ML extrato)
Ceb M-OH 1 3,4 16,72 20,74 224%® 23,72 6
Ceb M-OH 2 7,4 24 5° 29,2° 315° 33,2° 4
Ceb M-OH 3 17 37,9° 45° 50° 53,4° 3
Ceb H,O 1 12,6 10¢ 12,4 134¢° 13,4° 1
Ceb H,O 2 252 16,22 17,5° 17,8° 18,2° 0,7
Ceb H,O 3 63,2 18,6° 242" 264' 284' 0,4
Ceb Acet 1 0,074 4! 4,29 3,7° 3,99 53
Ceb Acet 2 0,15 4,7" 5" 59 5,29 34
Ceb Acet 3 0,37 7,19 7,7" 79" 8,7" 21
Chlorella 1 0,29 0,3" 1,75° 2,59 2,7° 6
Chlorella 2 0,57 0,7" 3,29 3,79 5,29 5,6
Chlorella 3 1,44 2,7 5,2" 77" 10,2" 4,5
Quercetina 1 0,27 10,5° 145°  14,7° 153 51
Quercetina 2 0,5 26,6° 29° 32°  322° 60
Quercetina 3 1,3 65 71 77,7 80,4’ 56,5

Letras iguais na coluna indicam que nao ha diferenca significativa pelo teste de Tukey (p< 0,05)
Os nameros 1, 2 e 3 referem-se a utilizagao de 100, 200 e 500 pL de extratos.
*Expressos em % de inibigao/ug fendis.

De acordo com os resultados pode se observar que todos os exiratos possuem
capacidade de sequestrar o radical livre DPPH, entretanto este carater foi diferenciado entre
os extratos analisados, possivelmente em decorréncia das diferentes estruturas quimicas
extraidas pelos solventes utilizados, além da concentragdo dos compostos fenolicos nos

extratos.

Quando se observa o percentual de inibicao bruto nos tempos de reacdo avaliados
os extratos de cebola extraido com os solventes metanol e agua foram os que apresentaram
maior percentual de inibicdo respectivamente (Tabela 2). Embora a atividade antioxidante
esteja relacionada com as estruturas quimicas envolvidas no processo, a concentracdo de
compostos fendlicos também é um aspecto importante considerando-se especialmente que
no extrato de cebola metandlico os niveis sdo até cinqlienta vezes superiores em relacao
aos com acetato de etila e doze vezes maior em relagéo da microalga chlorella. O mesmo
caso foi verificado para o extrato aquoso que apresentou uma concentracdo de compostos
fenolicos 170 vezes maior que o acetato de etila e 45 vezes maior que a do extrato de
chlorella. Ficou evidente por tanto que estes compostos apresentariam resultados maiores
na inibicao bruta, mas quando se levava em consideracéo a inibicao especifica, ou seja, o
percentual de inibicdo em fungdo da concentracdo dos compostos fendlicos presentes, o
extrato de cebola extraido com acetato de etila foi mais eficiente na capacidade de
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sequestrar o radical livre DPPH apresentando valores de 53; 34; e 21 %inibigdo/ ug fenois
respectivamente para cada concentracdo empregada, e foram os resultados mais préximos

aos do padrao quercetina.

SINGH e RAJINI (2004) investigaram o potencial antioxidante de extratos aquosos
de cascas de batata através de varias técnicas de sistemas in vitro, tais como, peroxidagao
lipidica, DPPH, poder de redugao e quelacéo do ion ferro. Os extratos de cascas de batata
demonstraram uma consideravel atividade antioxidante de sequestrar o radical livre DPPH
tal atividade tinha seu efeito aumentado significativamente quando se aumentava a
concentracdo dos extratos aquosos de cascas de batata. Além de possuir carater
antioxidante nas demais técnicas desenvolvidas, sendo por tanto considerado eficiente

ingrediente de alimentos funcionais para minimizar o efeito do estresse oxidativo.

MELO et al (2006) avaliaram a capacidade antioxidante de quinze hortalicas
comercializadas na cidade do Recife, PE. Os extratos metanodlicos foram testados quanto a
atividade antioxidante em sistema modelo B-caroteno/acido linoléico e a habilidade de
sequlestrar o radical estavel DPPH. Todas as hortalicas investigadas exibiram propriedades
antioxidantes, entretanto a agéo foi diferenciada entre os vegetais. Os extratos metanodlicos
da couve (folha), tomate, batata, couve-flor, repolho verde, espinafre e alface crespa, foram
os mais eficazes no sequestro do radical livie DPPH, com % de inibicdo superior a 70%. Os
extratos metanolicos da alface lisa, cebola branca e vagem apresentaram agdo moderada
(60-70%), enquanto que a cebola roxa, chuchu, pepino e cenoura exibiram a mais fraca
capacidade de sequestrar o radical livre DPPH. No sistema modelo [B-caroteno/acido
linoléico os extratos metandlicos do espinafre e couve-flor exibiram a mais elevada atividade
antioxidante (superior a 70%). As hortaligas testadas, assim como as cebolas estudadas,
podem ser vistas como fontes dietéticas de antioxidantes que podem trazer beneficios a
saude, portanto o seu consumo deve ser estimulado.

Em funcdo do percentual de inibicdo do radical livre pelos extratos de cebola e
chlorella foi realizado a avaliacdo do efeito da variavel tempo de reagdao para melhor
interferir sobre o mecanismo de atuacao do antioxidante.



75

Extrato Cebola Metanol Extrato Cebola Agua
60
50 30
S 40 %
£ - —e—100uL|| | 20 —e—100uL
o 2 ./,..’—l—’-
2 30 ./:,_k_“ soouL|| |2 15 —=—200uL
c
® 20 — 500uL|| | e 10 — 500uL
10 4 5
0 ‘ ‘ ‘ 0 : ; ;
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Tempo (min) Tempo (min)
(a) (b)
Extrato Cebola Acetato Extrato Chlorella
12 12
10 10
° ——100u]| | o —+—100uL
g 8 s 81 —=—200uL
5 6| —=—200uL|| |5 ¢ o0
£ ———a—* 500uL|| | £ u
e 4 —*—_ ., o u e 4
2 1 2
0 : ; ; 0 : ; ;
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Tempo (min) Tempo (min)
() (d)

(a) Extrato Cebola Metandlico. (b) Extrato Cebola Aquoso. (c) Extrato Cebola Acetato de
Etila. (d) Extrato Chlorella.

Figura 1: Avaliacdo da variavel tempo em funcao do percentual de inibicdo dos extratos

De acordo com a Figura 1 pode-se observar que todos os extratos tiveram o mesmo
tipo de comportamento, ou seja, com o passar do tempo e com o aumento da concentracao
de extrato utilizado, houve um maior percentual de inibigao que tendia a se estabilizar apds
20 minutos de interacdo com o radical livre DPPH.

3.2.2. Estudo da Inibicado de Enzimas Oxidativas pelos Extratos em Estudo

O mecanismo de inibicdo de oxidagdo dos extratos em um sistema enzimatico
aquoso de peroxidase extraida da batata foi avaliado para compreensao e identificacdo da

melhor forma para um possivel emprego dos compostos extraidos.

A Tabela 3 apresenta a concentracao de compostos fenolicos contida nos extratos
utilizados em cada experimento, os valores de Kms e velocidades maximas obtidos a partir
das equacoes das retas dos graficos de Lineweaver e Burke e o percentual de inibicao,

causada pela presenca dos extratos de cebola e chlorella no meio reacional.
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Tabela 3: Conteudo de Fenois Totais, Valores de Km, Velocidades Maximas e % de
Inibicao das Reacoes de Escurecimento Enzimatico pelos Compostos Fendlicos dos
Extratos em estudo

Fendis Km Km Vmax. Vmax. % de
Extrato (mgwnsis/mL)  controle extrato controle  extrato Inibicao
da reagao
Ceb.Metanol 1 2,14 0,12 0,12 0,18 0,15 17
Ceb. Metanol 2 1,29 0,17 0,45 0,26 0,19 27
Ceb. Agua 1 4,54 0,21 0,38 0,16 0,12 25
Ceb. Agua 2 2,73 0,17 0,36 0,26 0,18 31
Ceb. Acetato 1’ 0,005 0,07 0,065 0,15 0,105 30
Ceb. Acetato 2’ 0,008 0,07 0,068 0,15 0,07 53
Chlorella 1’ 0,019 0,07 0,044 0,15 0,08 47
Chlorella 2’ 0,030 0,07 0,05 0,15 0,05 67

1 e 2: niveis de fendis decrescentes
1’ e 2’: niveis de fendis crescentes

De acordo com a Tabela 3 nao foi observada relagéo linear crescente entre os teores
de fendis e a inibicao do escurecimento avaliada pela velocidade maxima relativa ao
controle (auséncia de extrato). Este efeito reforca o esperado em relacdo ao efeito da
estrutura quimica dos componentes ativos dos extratos, tais como a posi¢do e o nimero de
hidroxilas presentes na molécula dos polifendis sao fatores relevantes para esta atividade
(MELO et al., 2006).

As velocidades maximas da reacdo de escurecimento enzimatico diminuiram em
presenca dos extratos de cebola e chlorella, 0 que caracterizaria o efeito de inibicdo da
oxidacdo do guaiacol catalisado pelas peroxidases extraidas da batata. Os valores de Km
das reacdes em presenca de alguns extratos fendlicos, como por exemplo, o extrato de
cebola extraido com acetato de etila e 0 extrato da microalga chlorella, diminuiram em
relagdo a reacdo controle. Este comportamento ndo ocorreu com os extratos de cebola
metandlico (300 uL) e com os extratos aquosos que tiveram valores de Km aumentados em
relagéo ao controle. O extrato de cebola metandlico (500 uL) teve valor de Km igual ao do
controle. Os valores de Km diferenciados em relagdo ao controle deve-se aos diferentes
tipos de inibicdo ou ativacdo provocada pelos extratos analisados. No menor nivel do
extrato metandlico e dos aquosos foi observado o mesmo tipo de inibicdo, a inibicao
competitiva, ou seja, o inibidor se combina com a enzima livre de tal maneira que ele
compete com o substrato normal pela ligacdo ao sitio ativo. E os extratos de cebola

extraidos com acetato de etila e o extrato da microalga chlorella apresentaram o mesmo tipo
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de inibicdo, que é a inibigdo nado-competitiva, a qual o inibidor pode combinar-se com a
enzima livre ou com o complexo enzima-substrato, interferindo na agéo de ambos.
A Figura 2 ilustra o comportamento da reacdo de escurecimento enzimatico do

guaiacol catalisada pela peroxidase em auséncia e presenca de extratos fenélicos ao longo
de 25 minutos.

Reacao de Escurecimento na Presenca ou nhao do Inibidor
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Branco = reagdo sem adigdo de extrato fenodlico; ceb met = extrato fendlico de cebola
extraido com metanol; ceb agua = extrato fendlico de cebola extraido com agua; ceb acet =
extrato fendlico de cebola extraido com acetato de etila; chlorella = extrato fendlico de
chlorella extraido com metanol.

Figura 2: Inibicdo da Reacado de Escurecimento Enzimatico pelos Extratos Fendlicos de
Cebola e Chlorella

De acordo com a Figura 2 pode ser observado que houve diminuicdo da velocidade
de escurecimento ao longo do tempo quando se empregava os extratos das diferentes
fontes, sugerindo que a reagdo de escurecimento enzimatico foi inibida, destacando-se os
extratos de cebola aquoso e metandlico. Nestes casos as atividades inibitérias coincidem

com os maiores teores de compostos fendlicos determinados.
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3.2.3. Avaliacao da Peroxidacao Lipidica

Inicialmente foram estudadas diferentes condicbes para oxidar o azeite de oliva,
visando escolher a melhor condicdo que seria empregada para avaliar o efeito antioxidante.
A condigdo foi escolhida baseada nos valores de indice de peréxido e concentragdes de
malonaldeido. A Tabela 4 apresenta as condicbes empregadas para oxidacao do azeite de
oliva, monitorado pela determinacdo do indice de peroxido e concentracdes de
malonaldeido que antecederam o estudo.

Tabela 4: indice de Peréxido e Concentracio de Malonaldeido em diferentes
Condicoes Pro-Oxidantes

Condicao Pr6-Oxidante indice de [malonaldeido]x:
Peroxido
Tratamento Térmico (100°C/30min) Nao detectado 1,15.10®
Tratamento Térmico (30°C/30min) 0,98 0,69. 10°®
Tratamento Metal (FeCl; agitagdo/25°C) 224 2,27.10°®
UV (20, 40, 60 min) Nao detectado Nao detectado
NaCl (50°C/30min) N&o detectado 0,93.10°%

* Expressos em mEq peréxido/kg amostra; ** Expresso em molaridade (M).

De acordo com a Tabela 4, a condicao que melhor permitiria 0 acompanhamento do
processo oxidativo para estudo in vitro do processo, foi aquela em que tanto os teores de
peroxido como os de malonaldeidos formado variaram dentro do mesmo intervalo do
experimento , ou seja, quando o processo oxidativo foi catalisado pelo cloreto férrico sob
agitacao a 25°C.

Nos primeiros experimentos os extratos de cebola e chlorella e o cloreto férrico foram
colocados ao mesmo tempo no sistema lipidico, ocasionando uma pequena variagdo no
indice de peroxido comparada a ndo adicdo dos antioxidantes, ou seja, sem a adi¢cdo do
extrato o indice de perdxido foi igual a 20,3 mEq peréxido/Kg amostra e com a adicdo dos
extratos de cebola metandlico, aquoso, acetato de etila e da microalga chlorella o indice de
peréxido encontrado foi 19, 18, 17 e 20 mEq peroxido/Kg amostra respectivamente. Este

comportamento mostrou que uma vez iniciado o processo oxidativo ele nao era interrompido
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pela adicdo dos extratos com a eficiéncia necessaria para proteger o sistema lipidico do
dano. Portanto as analises foram realizadas se adicionando os extratos estudados antes do
inicio da oxidacdo. A Tabela 5 apresenta o indice de perdéxido, a concentracdo de
malonaldeidos e % de inibicdo causados pelos exiratos estudados antes do inicio do
processo oxidativo.

Tabela 5: indice de Peréxido, Concentracao de Malonaldeido e % de Inibicao com
Adicao do Extrato antes do Processo Oxidativo

Compostos indice de Concentragao de % de
Extrato  Fendlicosnos  Peroxido#+  Malonaldeido#++  Inibig&o
Extratos
Ceb. M-OH 9,1 12 1,82.10° 20
Ceb. H.0 14,6 16,9 1,16.10° 49
Ceb. Acet. 0,012 6,6 1,08.10°® 53
Chlorella 0,53 17,0 1,87.10°® 18

* Expressos em ug fendis/mL extrato; ++ Expressos em mEq peréxido/kg amostra; #:#x

Expresso em molaridade (M).

De acordo com a Tabela 5 o extrato de cebola mais promissor para evitar a oxidacao
ocasionada pela catalise metalica em sistema lipidico foi o extraido com acetato de etila com
uma inibicdo percentual de 53% acompanhado pela menor formacao de peréxido (até trés

vezes menor) e de malonaldeido (1,5 vezes menor) ao longo do tempo do experimento.

Estudos tém sido realizados visando oferecer alguma contribuigdo para a
estabilizacdo de alimentos lipidicos, por exemplo, PASSOTO, PENTEADO e MANCINI-
FILHO (1998) avaliaram a atividade antioxidante da vitamina A na forma de acetato de
retinol e de seu principal precursor o B-caroteno, adicionados a um sistema de 6leo de soja
previamente sensibilizado a oxidacdo. Os parametros utilizados como grau de atividade
oxidativa como neste estudo foram o indice de peréxido (I.P.) e teores de malonaldeido. As
determinagbes das atividades antioxidantes foram comparadas a do butilihidroxitolueno
(BHT). E foi verificado que o 6leo de soja adicionado de B-caroteno apresentou os |.P.
reduzidos (131,3 meqg/Kg) em relagdo ao controle (151,3 meqg/Kg), portanto de menor
magnitude em relagdo ao deste trabalho. Quanto aos teores de malonaldeido, ndo houve
diferenca significativa em relagdo ao controle. No caso do acetato de retinol o indice de

peroxido reduziu em aproximadamente quatro vezes em relagdo ao do controle.
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Comparando os resultados obtidos com este que utilizada a o B-caroteno e o acetato
de retinol como antioxidantes, o extrato aceto etilico foi mais eficiente contra a oxidagao dos
acidos graxos, pois o percentual de inibicdo obtido por eles apds 72 horas foi de 54,5% em
relacdo a concentracdo de malonaldeido ao extrato controle, este percentual foi

aproximadamente o encontrado para o extrato de cebola mencionado.

4. CONCLUSAO

Os extratos de cebolas extraidos com diferentes solventes apresentaram uma ampla
faixa de compostos fendlicos (0,08 e 2,83 mgneis/ § amostra), sendo que o extrato aquoso
foi 0 que extraiu maior conteldo de compostos fendlicos. No extrato da microalga chlorella a
média do teor de fendis encontrado foi de 0,20 MQtensis/ § amMostra.

Todos os extratos apresentaram capacidade de sequestrar o radical livre DPPH, mas
o extrato aceto etilico foi mais eficiente quanto a capacidade de sequlestrar o radical livre
DPPH apresentando valores de inibicdo especifica de 53; 34 e 21 %inibicao/ug fendis
respectivamente para cada concentracdo empregada, e foram os resultados mais préximos

aos do padrao quercetina.

As velocidades maximas da reacdo de escurecimento enzimatico diminuiram em
presenca dos extratos de cebola e chlorella, 0 que caracteriza o efeito de inibicdo da
oxidagdo do guaiacol catalisado pela peroxidase. Os aceto etilicos de cebola e os de
chlorella ocasionaram inibicdo ndo-competitiva, o extrato metandlico e os extratos aquosos

apresentaram inibicdo competitiva.

O extrato de cebola mais promissor para evitar a oxidagdo ocasionada pela catalise
metalica em sistema lipidico foi o obtido com acetato de etila com uma inibigdo percentual
de 53% acompanhado pela menor formacdao de peroxido (até trés vezes menor) e de
malonaldeido (1,5 vezes menor) ao longo do tempo do experimento.
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RESUMO

Alguns tipos de microalgas sdo comercializadas como alimento natural ou suplemento
alimentar e sdo encontradas formulacées em po, tabletes, capsulas ou extratos. O objetivo
do trabalho foi determinar a composicao centesimal, o pH, a acidez e o teor de compostos
fendlicos da microalga chlorella extraido comercializada como pastilha. As médias dos
valores encontrados foram 4,1% de umidade; 6,3% de cinzas; 22,3% de carboidratos; 2,8%
de fibra-bruta; 56,9% de proteina; 7,6 de lipidios; 0,2% de acidez; pH 5,7 e 0,20

Mrensis-Oivs)' d€ compostos fendlicos.

ABSTRACT

The microalgaes is commercialized as natural food or alimentary supplement and is found
formularizations in dust, tablets, capsules or extracts. The objective of the work was to
determine the centesimal composition, pH, the acidity and phenolic composite the text of the
microalgaes chlorella extracted with methanol. The averages of the joined values had been
4.1% of humidity; 6,3% of leached ashes; 22,3% of carboidratos; 2,8% of fiber-rude; 56,9%
of protein; 7,6 of lipidios; 0,2% of acidity; pH 5,7 and 0,20 mgfendis.g(bs)' of phenolic

composites.

1. INTRODUCAO

Muitos estudos vém sendo realizados com relacao as aplicagbes das microalgas e
dos produtos extraidos destas na industria de alimentos tais como: no tratamento de aguas
residuais de inlmeros processos industriais, para a detoxificagao biol6gica e remogao de
metais pesados, como biocindicadores, na detecgao de nutrientes e substancias toxicas. As
microalgas podem produzir uma gama de moléculas bioativas com propriedades
antibidticas, anticancer, antiinflamatérias, antivirais, redutoras do colesterol, enzimaticas e
com outras propriedades farmacéuticas. O conteudo lipidico confere potencial para seu
emprego na producéo de biocombustiveis (biodisel, por exemplo) (DERNER et al., 2006).
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As microalgas sdo comercializadas como alimento natural ou suplemento alimentar e
sdo encontradas formulacbes em po, tabletes, capsulas ou extratos. Sdo também
incorporadas em massas, petiscos, doces, bebidas, etc, tanto como suplemento alimentar
quanto como corantes naturais, no entanto sua atividade como conservante ndo vem sendo
explorada sendo usualmente enfatizada a qualidade de proteinas e acidos graxos
essenciais (COLLA et al., 2004; PULZ & GROSS, 2004).

A Chlorella € uma microalga eucariética unicelular esférica e seu didmetro varia de 5-
10 um, dependendo da espécie (ILLMAN, SCRAGG e SHALES, 2000). Aparece
espontaneamente em tanques e lagos, com grande habilidade de realizar a fotossintese,
caracteriza-se por ser rica em clorofila, proteinas, vitaminas, sais minerais, aminoacidos
essenciais. Além de alto conteldo de lipidios, podendo chegar a mais de 50%, em base
seca, quando cultivada em meio com baixos niveis de nitrogénio (PIORRECK, BAASCH e
POHL, 1984). Em sua composicdo estdo ainda presentes 18 aminoacidos essenciais
importantes na biossintese das proteinas. A chlorella também é rica em vitaminas do
complexo B, principalmente a Bi», vital na formacéo e regeneracao das células sanglineas
que, juntamente com o ferro, fazem desta alga um produto indicado no tratamento e

prevencao de anemia.

Visando estimar o aporte de compostos funcionais, especialmente antioxidantes em
suplemento alimentar disponivel comercialmente, o objetivo deste trabalho foi determinar a
composicao centesimal, o pH, a acidez e o teor de compostos fendlicos da microalga
chlorella extraido com metanol.

2. PARTE EXPERIMENTAL
2.1. Reagentes

Os solventes e reagentes empregados foram analiticamente puros (P.A). O reagente
de Folin-Ciocalteau pertencia a Polipur e a Tirosina a marca Sigma.

2.2. Amostra

A microalga chlorella foi obtida na forma de pastilhas, em estabelecimento comercial
de lojas especializadas em produtos alimenticios especiais na cidade de Rio Grande — RS.
As pastilhas foram moidas com o auxilio de grau e pistilo até ficarem na forma de pé com

granulometria 0,35 mm.
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2.3. Caracterizacao da Amostra

Os teores de umidade da microalga chlorella foram determinados em estufa com
circulacdo de ar da marca QUIMIS sob temperatura de 105°C. Os percentuais de cinzas
foram determinados pelo método gravimétrico em mufla 550°C. Os niveis protéicos foram
determinados pelo método de micro-kjeldahl, empregando como fator de conversao de
nitrogénio o valor de 6,25, para a microalga chlorella. Todos os métodos seguiram a
metodologia da AOAC (2000), com excegao de fibras brutas determinadas conforme o
método do INTERLAB VI (CIENTEC, 1991).

A determinacdo de lipidios foi realizada pelo método de Bligh & Dyer (1959),
adaptado para os teores de umidade da microalga. Os aglcares redutores da microalga
chlorella foram determinados por diferenca. Os métodos estdo descritos em detalhes no
ANEXO 2.

2.4. Propriedades Eletroquimicas

O pH da microalga chlorella foi determinado conforme AOAC (2000). Esta foi
homogeneizada em agua previamente fervida na proporcado de 1:9, sob agitacdo por 30
minutos. No sobrenadante foi determinado o pH potenciometricamente, utilizando um
pHmetro marca Hanna modelo 200, calibrado com tampao fosfato neutro (pH 7,0).

A acidez foi determinada por titulometria de neutralizacdo com NaOH 0,01N. Os
métodos estao descritos em detalhes no ANEXO 2.

2.5. Determinacao do teor de fenois totais

A extracdo dos compostos fenolicos da microalga chlorella foi realizado a frio com
metanol, na proporgao de 1:5 de massa seca:solvente, em agitador horizontal a temperatura
ambiente, seguida da particdo com hexano, clarificagdo com hidréxido de bario 0,1M e
sulfato de zinco 5% e filtracdo. Os extratos foram armazenados em freezer até quantificacao
e/ou posterior uso. O conteldo de fendis totais da microalga chlorella foi determinado
através do método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, com uma curva de calibracédo
de tirosina, com faixa de concentragao variando de 2 a 16ug/mL (BADIALE-FURLONG et
al., 2003). O método esta descrito em detalhes no ANEXO.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

No comércio estavam disponiveis varias marcas de chlorella com prego variavel em
uma ampla faixa de valores. Considerando que o material para a produgédo de pastilhas é
importado e que ndo sao muito difundidos os cultivos desta espécie foi escolhido a marca de

maior valor comercial para a amostragem.

As determinacbées de componentes fisico-quimicos da microalga chlorella foram
todas realizadas em ftriplicatas, e os resultados das médias foram os seguintes: 4,1% de
umidade; 6,3% de cinzas; 22,3% de carboidratos; 2,8% de fibra-bruta; 56,9% de proteina;
7,6 de lipidios; 0,2% de acidez e pH 5,7. Os valores encontrados para a microalga chlorella
sdo condizentes com a literatura levando-se em conta as diferentes condicbes de
apresentagao (pastilhas, pd, capsulas e etc) (HENRIKSON, 1994). A média do conteldo de
compostos fenolicos do extrato da microalga chlorella encontrado foi de 0,20 mgfenéis.g(bs)‘.

Comparativamente a outros tecidos mencionados pela literatura, como funcionais
pelo seu conteudo fendlico, como banana 0,31 mg fendis/ g amostra, maga 1,0 mg fendis/ g
amostra e batata 0,99 mg fendis/ g amostra (equivalente de tirosina), 0,061-0,084 mg fendis/
g de amostra (acido ferulico) (ZHOU et al., 2004), 0,69 e 0,35 mg fendis/ g de amostra em
bagaco de laranja e polpa de berinjela (BADIALE-FURLONG et al., 2003), a microalga

chlorella apresenta menor contetdo fendlico.

4. CONCLUSAO

As médias dos valores encontrados foram 4,1% de umidade; 6,3% de cinzas; 22,3%
de carboidratos; 2,8% de fibra-bruta; 56,9% de proteina; 7,6 de lipidios; 0,2% de acidez e
pH 5,7. Os valores encontrados para a microalga chlorella sdo condizentes com a literatura.
A média do conteudo de compostos fendlicos do extrato da microalga chlorella encontrado
foi de 0,20 MQrensis-Gbs)'» Valor inferior a alguns tecidos mencionados na literatura.
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4. CONCLUSAO GERAL

As condicdes 6timas de extracdo de compostos fenodlicos totais empregando duas
etapas de planejamento experimental para emprego das variaveis, solvente, tempo de
extragdo, rotagdo e tempo com e sem interrupgdes do processo de extragdo, apresentou
resultados preditivos e significativos para o conteldo de fendis totais. As condicdes
otimizadas ocorriam quando foi utilizado o metanol, tempo de extracdo de 120 minutos e a
rotacdo de 3,13 G em mesa agitadora orbital. Sendo que a classe 4 foi a melhor para
incorporar fenol na dieta com um contetdo de 2387,6 g fendis/ g de cebola.

As diferentes classes de cebola apresentaram diferenca significativa ao nivel de
confianca de 95%, entre todas as fragbes dos macrocomponentes estudadas, com excecao
da umidade e dos teores de cinzas.

Os extratos da cebola obtidos com os diferentes solventes continham uma faixa
ampla de compostos fendlicos totais variando entre 0,08 no extrato aceto-etilico e 2,83 mg
ensis/d amostra no extrato aquoso. Nos extratos de chlorella a média do contelddo de
compostos fenolicos encontrados foi de 0,20 Mg tensis/g amostra.

Todos os extratos apresentaram atividade sequiestradora do radical livre DPPH,
porém o extrato aceto etilico de cebola foi 0 que apresentou maior inibicao especifica (53%
inibigao/ug fendis) em relagdo aos demais.

As velocidades maximas da reacdo de escurecimento enzimatico diminuiram em
presenca dos extratos de cebola e chlorella, 0 que caracteriza o efeito de inibicdo da
oxidacédo do guaiacol catalisado pelas peroxidases extraidas da batata. Os aceto etilicos de
cebola e os de chlorella ocasionaram inibicdo ndo-competitiva, os extratos metandlicos e os
aquosos apresentaram inibigdo competitiva.

O extrato mais promissor para evitar a oxidacdo ocasionada pela catalise metalica
em sistema lipidico foi o extrato de cebola extraido com acetato de etila com uma inibicao
percentual de 53% acompanhado pela menor formagao de perdxido (até trés vezes menor)
e de malonaldeido (1,5 vezes menor) ao longo do tempo do experimento.
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ANEXO 1 - Tabelas e figuras do artigo 1

Tabela 1: Valores de conteudo de fendis (ug fenois/g de cebola) para o planejamento fatorial
2* e 6 pontos centrais.

Ensaios Solvente Intervalo descanso(min) Rotacao(G) Tempo(min) Fendis(ugfenois/g cebola)

1 Metanol 0(-1) 0,78(-1) 120(-1) 1556,6
2 Metanol 30(+1) 0,78(-1) 120(-1) 1767.,6
3 Metanol 0(-1) 3,13(+1) 120(-1) 2363,6
4 Metanol 30(+1) 3,13(+1) 120(-1) 23724
5  Metanol 0(-1) 0,78(-1) 180(+1) 2263,2
6  Metanol 30(+1) 0,78(-1) 180(+1) 21314
7 Metanol 0(-1) 3,13(+1)  180(+1) 2119,6
8 Metanol 30(+1) 3,13(+1) 180(+1) 2238,5
9  Acetetl 0(-1) 0,78(-1) 120(-1) 97,1
10  Acetetl 30(+1) 0,78(-1) 120(-1) 63,1
11 Acetetl 0(-1) 3,13(+1) 120(-1) 95,1
12 Acetetl 30(+1) 3,13(+1) 120(-1) 85,3
13 Acetetl 0(-1) 0,78(-1) 180(+1) 88,9
14 Acetetl 30(+1) 0,78(-1) 180(+1) 82,4
15  Acetetl 0(-1) 3,13(+1) 180(+1) 459
16 Acetetl 30(+1) 3,13(+1) 180(+1) 49,3
17 Metanol 15(0) 1,76(0) 150(0) 2160,9
18  Metanol 15(0) 1,76(0) 150(0) 21015
19  Metanol 15(0) 1,76(0) 150(0) 21343
20  Acetetl 15(0) 1,76(0) 150(0) 81,6
21 Acet etl 15(0) 1,76(0) 150(0) 80,4
22 Acetetl 15(0) 1,76(0) 150(0) 81,8
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Tabela 2: Efeitos e coeficientes para as variaveis obtidas pelo tratamento estatistico.
Efeito Desvio padrao p

Média/interacdo 1093,66  239,5349  0,006025
(1)Solvente (L) -2025,73 561,7592  0,015445
(2)Intervalo (L) 20,00  561,7592  0,972977
(3)Rotacdo (L) 164,93  561,7592  0,780870

@)Tempo(L) 77,30  561,7592  0,895923
iLcom2L  -31,73  561,7592 0,957151
iLcom3L -178,90  561,7592  0,763006
1Lcomd4lL  -9582  561,7592 0,871242
2Lcom3L 1032  561,7592  0,986047
2Lcom4lL  -2400  561,7592 0,967576
3LcomdlL  -193,07 561,7592  0,745055

Tabela 3: Valores de conteudo de fendis (ug fenois/g de cebola) para o planejamento fatorial

2% e 3 pontos centrais.

Ensaios Intervalo descanso(min) Rotacao(G) Tempo(min) Fendis(ugfendis/g de cebola)

1 0(-1) 0,78(-1)  120(-1) 1556,6
2 30(+1) 0,78(-1)  120(-1) 1767,6
3 0(-1) 3,13(+1)  120(-1) 2363,6
4 30(+1) 3,13(+1)  120(-1) 2372,4
5 0(-1) 0,78(-1)  180(+1) 2263,2
6 30(+1) 0,78(-1)  180(+1) 2131,4
7 0(-1) 3,13(+1)  180(+1) 2119,6
8 30(+1) 3,13(+1)  180(+1) 2238,5
9 15(0) 1,76(0) 150(0) 2160,9
10 15(0) 1,76(0) 150(0) 2101,5

11 15(0) 1,76(0) 150(0) 2134,3
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Tabela 4: Efeitos e coeficientes para as variaveis obtidas pelo tratamento estatistico
Desvio

Efeito .
padrao

Média/interacdo  2109,964 8,97113 0,000018
(1)INTERVALO(L) 51,725 21,03917 0,133181
(2)ROTACAO (L) 343,825 21,03917 0,003724
(3)TEMPO(L) 173,125 21,03917 0,014449

1L com 2L 12,125 21,03917 0,622622
1L com 3L -58,175 21,03917 0,109689
2L com 3L -362,075 21,03917 0,003359

Tabela 5: Coeficiente de regressao para as variaveis significativas obtidas pelo tratamento
estatistico

Coef. Desvio

regressao padrao
Média/interacao 2109,964 8,97113 0,000018
(2)Rotacao(L) 171,913  10,51958 0,003724
(3)Tempo (L) 86,563  10,51958 0,014449
2L com 3L -181,037 10,51958 0,003359

Tabela 6: Dados de ANOVA para planejamento experimental avaliando rotacdo, tempo e
interacdo da rotacdo com o tempo

Fonte de Soma Grau Média
I s . . Teste F  F b es%) Fcalc/Ftab
variacao quadratica Liberdade quadratica

Regresséao 558572,4 3 186190,8 31,1 4,35 7,15
Residuo 41869,8 7 5981,4
Falta de ajuste  40099,2
Erro puro 1770,6
Total 600442,2 10

Tabela 7: Conteldo de fendis totais em cebola nas diferentes classes

Classes Conteudo (ug fenois/ g de cebola)
Classe 2 2265,9°
Classe 3 2244,3°
Classe 4 2306,4°
Classe 5 2282,9%

Letras iguais indicam que nao ha diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05)
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Tabela 8: Teste de Tukey entre as variagbes médias dos fendis extraidos com metanol nas
diferentes classes de cebola

{1} {2} {3} {4}
Média 2265,9 22443 2306,4 2282,9
Classe 2 {1} 0,001492 0,000242 0,010301
Classe 3 {2} 0,001492 0,000231 0,000242
Classe 4 {3} 0,000242 0,000231 0,001480
Classe 5 {4} 0,010301 0,000242 0,001480
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ANEXO 2 - Descricao dos Procedimentos Analiticos e Tabelas Estatisticas do Artigo 2
Determinacao de Umidade

- Colocar as capsulas de aluminio em estufa de circulacdo de ar da marca QUIMIS a 60°C
durante 1 hora;

- Apos colocar num dessecador e pesar no momento do uso;

- Pesar 5 gramas de cebola;

- Colocar estas em estufa de circulagdo de ar da marca QUIMIS a 60 °C durante 6 horas;
- Colocar as amostras num dessecador até atingir a temperatura ambiente;

- Pesar as capsulas novamente.

Determinacao de Cinzas

- Tarar os cadinhos de porcelana;

- Colocar 3 gramas da amostra seca ou com teor de umidade inferior a 30%;
- Efetuar a calcinagédo da amostra em capela;

- Transferir o cadinho de porcelana para uma mufla a 550°C e deixar até que as cinzas

estejam brancas;

- Desligar a mufla e quando estiver 250°C retirar os cadinhos e colocar num dessecador

para o sue resfriamento;
- Pesar o conjunto amostra + cadinho até atingir peso constante;

- Calcular a relagao percentual entre a massa final e a massa inicial da amostra.

Determinacao de Proteinas em Tecidos Vegetais, segundo Método de Kjeldahl
Preparo dos reagentes:

a) Padronizacao do HCI

- Colocar 2 gramas de Na,CO; para secar em estufa a 300°C por 1 hora;

- Pesar 0,15 gramas e adicionar 25 mL de agua (fazer quadruplicata deste procedimento);
- Adicionar 4 gotas de indicador misto;

OBS: o indicador misto & mistura das solugées alcoodlicas de vermelho de metila 0,1% e
vermelho de bromocresol 0,1%, proporgéo 1:1.

- Titular com HCI 0,1N
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Célculo do fator de corregao:
Fator = Pc x 1000 Pc = peso do carbonato
V x 5,2995 V = volume gasto de HCI
b) Acido bérico 4%
- Pesar 40 gramas de acido bérico e levar a um baldo de 1000 mL completando o volume
com agua destilada.

¢) Hidréxido de Sédio 40%
- Pesar 400 gramas de hidréxido de sédio e diluir em um béquer aos poucos com agua

destilada (em banho de gelo), transferir para um baldo volumétrico de 1L e completar o
volume com agua destilada.

Procedimento de digestao e destilagao:

Em um tubo de digestao colocar 0,2 gramas de amostra embrulhada em papel de
seda ou filtro, juntar 0,7 gramas de catalisador (3 gramas de sulfato de potassio e 0,03
gramas de selénio em pd). Adicionar 3 mL de peréxido de hidrogénio e 7 mL de &cido
sulfurico (adicionar o acido aos poucos). Colocar os tubos em um bloco digestor e efetuar a
digestao a quente até a solucdo se tornar clara. Apds esta etapa, esfriar a solucdo a

temperatura ambiente.

Destilar em um destilador de arraste a vapor todo o contelido do digerido passando
para o recipiente coletor do destilador. Adicionar 50 mL de NaOH 40%, para conferir a
neutralidade do meio adicionar 3 gotas de indicador de fenolftaleina na mistura. Recolher o
destilado em um erlenmeyer contendo 10 mL de acido bérico 4% (adicionado de 4 gotas de
indicador misto), coletar 125 mL e titular com HCL 0,1N padronizado até viragem do
indicador.

Determinacao de Fibra Bruta

- Pesar 2 gramas de amostra conforme o teor de fibra bruta estimada em relagdo a amostra
analisada (consultar a literatura ou pelos teores dos componentes maiores);

- Adicionar 200 mL de acido sulfarico 1,25% em ebulicdo (sistema de refluxo) e algumas
gotas de solucao anti-espumante (alcool amilico/ isoamilico — 5 gotas).

- Deixar em refluxo por exatamente 30 minutos;

- Filtrar quantitativamente sob vacuo em funil de Buchner provido de tela de nailon, ou
poliéster, ou ago inox, ou cadinho de vidro sintetizado em sistema automatico de filtragao;

- Lavar o residuo com agua fervente até completa neutralizagéo;
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- Passar o residuo quantitativamente para o erlenmeyer ja usado, lavando a tela ou o
recipiente filtrante com 200 mL de NaOH 1,25N em ebulicdo, adicionar algumas gotas de
solucédo anti-espumante;

- Deixar em refluxo por exatamente 30 minutos;

- Filtrar diretamente em cadinho de vidro sintetizado ou no sistema filtrante adotado
utilizando agua destilada para a transferéncia;

- Lavar com aproximadamente 20 mL de alcool etilico ou acetona e 20 mL de acetona ou
éter de petroleo;

- Colocar em estufa a 105°C até peso constante (4 a 6 horas), retirar, deixar em dessecador

até temperatura ambiente e pesar;

- Queimar em mufla a 560°C por 3 horas (colocar o cadinho na mufla ainda fria e entdo

iniciar o aguecimento);

- Desligar a mufla e quando estiver a 250°C retirar 0 cadinho, colocar em dessecador, deixar
esfriar até temperatura ambiente e pesar;

Determinacao de pH
- Pesar 10 gramas de amostra;

- Homogeneizar em agua destilada previamente fervida na proporcao 1:9, sob agitacédo por
30 minutos;

- Determinar no sobrenadante o pH potenciometricamente, utilizando um pHmetro marca

Hanna modelo 200.

Determinacao de Acidez
- Pesar 5 gramas de amostra e diluir com agua destilada na proporgéo de 1:10,

- Agitar em mesa agitadora orbital TE - 141 da marca TECNAL por 30 minutos e repousar
por 10 minutos;

- Filtrar e retirar uma aliquota de 10 mL;

-Transferir a aliquota para um erlenmeyer e adicionar 10 mL de &gua destilada e

previamente fervida.
- Homogeneizar a amostra e adicionar 0,5 mL de fenolftaleina como indicador;

- Titular com uma solucéo padrao de NaOH até mudanca de coloragao.
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Determinacao de Lipidios em Cebola e Chlorella - Método de Bligh & Dyer (1959)
adaptado.

- Pesar 10 gramas da amostra (até 10% de umidade);

- Colocar a amostra em um erlenmeyer de 250 mL e adicionar 50 mL de metanol, 25 mL de
cloroférmio e 30 mL de agua;

- Tampar o erlenmeyer e coloca-lo sob agitacao rigorosa em mesa agitadora por 20 minutos;

- Em seguida, adicionar mais 25 mL de cloroférmio e 25 mL de solugédo de sulfato de sodio
1,5%;

- Agitar a mistura por mais 4 minutos;

- Filtrar;

- Transferir o filtrado para um funil de separacdo, onde ocorrera a formacédo do sistema
bifasico;

- Agitar e deixar em repouso por 5 minutos;

- Remover a camada inferior (que contém os lipidios) para um erlenmeyer de 125 mL;

- Medir o volume da camada inferior, Valor:

- Retirar uma aliquota de 6 mL e transferir para uma baldo de fundo chato para a
quantificacao dos lipidios totais,

- Evaporar o solvente em rotaevaporador e colocar o baldo em estufa com circulacéo de ar a
50°C por 1hora e 30 minutos;

- Retirar da estufa e colocar o baldao em dessecador para resfriar por 20 minutos;
- Pesar o balao com a amostra em balanca analitica;

- Estimar o conteudo de lipidios em percentual relativo massa inicial da amostra e/ou volume

de cloroférmio obtido.

Determinacao de acucares em cebolas (Allium cepa L.) utilizando a propriedade
redutora através do método de reducao do acido 3,5 dinitrossalicilico (DNS).

Esta analise foi efetuada baseada no método de MILLER (1959), conforme as
seguintes etapas:



111

12 etapa) Preparo da amostra:

- Pesar 10 gramas de cebola (seca)

-Colocar a cebola seca (10g) em béquer e adicionar 40 mL de agua destilada, levando-se a
banho-maria por 30 minutos a 50°C.

- Passar a solugdo do béquer para balao volumétrico de 100 mL, adicionar 10 mL da
solugdo de Carrez | e 10 mL da solugdo de Carrez I, completando a seguir o volume do
baldo (até 100 mL) com agua destilada.

- Centrifugar a solucdo obtida (suspensdo turva e floculada) até se obter a perfeita
separagao das fases lipida (sobrenadnate) e a suspensao turva e floculada (precipitado).

- Recolher o sobrenadante em proveta e tomar nota do volume obtido, o qual é o volume da
amostra preparada para os ensaios de hidrélise acida (VOLUME DA AMOSTRA
PREPARADA).

22 etapa) Determinacao da curva padrao de glicose:

- Preparar uma solucao estoque de 0,5 mg/mL de glicose padrao seca (levada a estufa e
dessecador).

- Num conjunto de 10 tubos de ensaio, transferir 0,1 mL, 0,2 mL, 0,3 mL, 0,4 mL, 0,5 mL, 0,6
mL, 0,7 mL, 0,8 mL, 0,9 mL e 1 mL para cada tubo e, em seguida, adicionar agua destilada
elevando o volume a 1 mL. Na seqiéncia, adicionar 1 mL da solugdo do acido 3,5
dinitrossalicilico a estes, como também ao branco da andlise. Colocar os tubos de ensaio
em banho-maria a 100°C por 5 minutos. Finalizado o periodo, retirar os tubos de ensaio e
adicionar 8 mL de agua destilada em cada tubo.

- Deixar as aliquotas esfriar e em seguida fazer as leituras das suas respectivas
absorbéancias em espectrofotémetro a 546 nm.

32 etapa) Hidrolise acida dos acucares contidos na amostra preparada:

Num conjunto de 6 tubos de ensaio transferir 1 mL da solugao obtida na primeira
etapa, adicionar 1 mL de HCI 2N, como também ao branco, e colocar em banho-maria por
40 minutos. Logo em seguida, adicionar 1 mL de NaOH 2N a todos os tubos.

42 etapa) Determinacao dos agucares da amostra:

Apds a hidrolise acida se aplica o mesmo tratamento dado as aliquotas da solucéo
de glicose preparadas para a determinacdo da curva padréo, ou seja, adicionar 1 mL da
solucédo do acido 3,5 dinitrossalicilico a estes, como também ao branco da analise. Colocar
os tubos de ensaio em banho-maria a 100°C por 5 minutos. Finalizado o periodo, retirar os
tubos de ensaio e adicionar 6 mL de agua destilada em cada tubo. Deixar as aliquotas
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esfriar e logo em seguida se faz a leitura das suas respectivas absorbancias em
espectrofotbmetro a 546 nm.

Preparo dos reagentes:

a) Reagente de 3,5 dinitrossalicilico:

Preparar as seguintes solucées:

- Solucao A: 13,5 g de NaOH em 300 mL de agua destilada.

- Solucéao B: 8,8 g de DNS, 255 g de tartarato de sédio e potassio em 800 mL de agua
destilada (dissolver o reagente de 3,5 DNS em 400 mL de agua e depois adicionar aos
poucos a solucao de tartarato).

- Solucao C: mistura das solucdes A e B.
b) Solucées de Carrez | e Il:
- Carrez I: 150 g de K;Fe(CN)s , completando o volume em baldo volumétrico de 1 L.

- Carrez Il: 300 g de ZnSQO, completando o volume em baldo volumétrico de 1 L.

Preparacao dos Extratos de Cebola e Chlorella
Extrato de Cebola

- Secar as cebolas em estufa de circulacdo de ar da marca QUIMIS a 60°C durante duas
horas;

- Pesar 10 gramas de cebola
- Adicionar 50 mL de solvente (metanol, ou acetato de etila ou agua)

- Agitar durante 2 horas consecutivas a temperatura ambiente em mesa agitadora orbital TE
141 da marca Tecnal;

- Filtrar o extrato com papel filiron° 1
- Clarificar com 10 mL de hidréxido de bario 0,1M e 10 mL de sulfato de zinco 5%;

- Filtrar a solucdo novamente e transferir quantitativamente para um baldo volumétrico de
100 mL;

- Completar o volume final com o solvente utilizado na extragao.

Extrato de Chlorella
- Pesar 5 gramas da microalga chlorella;

- Adicionar 30 mL de metanol;
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- Agitar a temperatura ambiente em mesa agitadora orbital TE — 141 da marca TECNAL

durante uma hora;

- Interromper a agitacao por 15 minutos;

- Reiniciar apos a adigéo de 20 mL de metanol, durante uma hora.

- Filtrar o extrato;

- Colocar o extrato num funil de separacgao e lavar cinco vezes com 10 mL de hexano;

- Transferir o extrato para baldo de fundo chato e evaporar o solvente;

- Ressuspender os residuos do baldo com 40 mL de agua;

- Clarificar o extrato com 10 mL de hidréxido de béario 0,1M e 10 mL de sulfato de zinco 5%;
- Deixar em repouso durante 20 minutos;

- Filtrar para um baldo volumétrico de 100 mL e completar o volume com o solvente utilizado

na extracao.

Metodologia para Determinacao de Fendis Totais na Cebola

Reagentes:

- Solucéao Alcalina: mistura das solugdes Na,COs; 4%, CuSO, 2% e Tartarato duplo de sodio
e potassio 4% nas proporcdes 100:1:1, respectivamente. Filtrar a solucdo de carbonato de
s6dio 4% em papel Whatman n°1 antes de adicionar o tartarato duplo de s6dio e potassio
4% e o sulfato de cobre 2%.

Curva Padrao de Quercetina

A partir de uma solugao padrao de Quercetina 100 ug.mL-1, seguir o procedimento
da Tabela 1.
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Tabela 1: Procedimento da curva padrao de quercetina

Tubo Quercetina (mL) Agua (mL) Solugao Alcalina (mL)
1 0 1,0 4,5
2 0,1 0,9 4,5
3 0,2 0,8 4,5
4 0,3 0,7 4,5
5 0,4 0,6 4,5
6 0,5 0,5 4,5
7 0,6 0,4 4,5
8 0,7 0,3 4,5
9 0,8 0,2 4,5
10 0,9 0,1 4,5
11 1,0 0 4,5

- Colocar os tubos em banho-maria a 40 °C por 15 minutos;
- Adicionar 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocaleau diluido 1:2 (em agua);

- Fazer a leitura da absorbéancia apés 30 minutos utilizando comprimento de onda a 750 nm

Quantificacao dos Fenois Totais na Cebola

- Tomar quatro tubos de ensaio e colocar nestes 0,0; 0,3; 0,5; 0,8 € 1,0 mL de extrato;
- Completar o volume com 1 mL de agua;

- Adicionar 4,5 mL da solucao alcalina (Tabela 1);

- Deixar 15 minutos em banho-maria a 40°C;

- Adicionar a cada tubo 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau diluido 1:2 (agua);

- Deixar em repouso durante 10 minutos a temperatura ambiente;

- Realizar a leitura da amostra em espectrofotobmetro a 750 nm;

- Fazer triplicatas para todas as leituras.
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Metodologia para determinacao de fendis totais na microalga chlorella

Reagentes:

- Solucéao Alcalina: mistura das solugbes Na,COs; 4%, CuSO, 2% e Tartarato duplo de sédio
e potassio 4% nas proporcdes 100:1:1, respectivamente. Filtrar a solucdo de carbonato de
s6dio 4% em papel Whatman n°1 antes de adicionar o tartarato duplo de s6dio e potassio
4% e o sulfato de cobre 2%.

Curva Padrao de Tirosina

A partir de uma solugéo padrdo de tirosina 100 pg.mL™", seguir o procedimento da
Tabela 2.

Tabela 2: Procedimento da curva padrao de tirosina

Tubo Tirosina (mL) Agua (mL) Solugao Alcalina (mL)
1 0 1,0 4,5
2 0,1 0,9 4,5
3 0,2 0,8 4,5
4 0,3 0,7 4,5
5 0,4 0,6 4.5
6 0,5 0,5 4.5
7 0,6 0.4 4.5
8 0,7 0,3 4,5
9 0,8 0,2 4,5
10 0,9 0,1 4,5
11 1,0 0 4,5

- Colocar os tubos em banho-maria a 40 °C por 15 minutos;
- Adicionar 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocaleau diluido 1:2 (em agua);

- Fazer a leitura da absorbéancia apés 30 minutos utilizando comprimento de onda a 660 nm.
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Quantificacao dos Fenois Totais na Microalga Chlorella

- Tomar quatro tubos de ensaio e colocar nestes 0,0; 0,3; 0,5; 0,8 € 1,0 mL de extrato;
- Completar o volume com 1 mL de agua;

- Adicionar 4,5 mL da solucao alcalina (Tabela 1);

- Deixar 15 minutos em banho-maria a 40°C;

- Adicionar a cada tubo 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau diluido 1:2 (agua);

- Deixar em repouso durante 10 minutos a temperatura ambiente;

- Realizar a leitura da amostra em espectrofotobmetro a 660 nm;

- Fazer triplicatas para todas as leituras.

Determinacao da Atividade Especifica da Catalase
Preparacao do Extrato Enzimatico

- Pesar 10 gramas de cebola;

- Homogeneizar em blender com 100 mL agua destilada;
- Filtrar a amostra com algodao.

Atividade Enzimatica da Catalase

- Adicionar uma aliquota de 4 mL do extrato enzimatico a 2 mL de tampao fosfato pH 7 e
peréxido de hidrogénio 0,005M previamente padronizado com permanganato de potassio
0,01N;

- Colocar a solucao obtida em banho-maria a 40 °C durante 20 minutos;
- Interromper a reagao pela adigdo de 5 mL de acido sulfarico 10%;

- Passar os contelidos dos tubos para erlenmeyers e titular com permanganato de potassio
até a viragem do indicador;

- Expressar os resultados em atividade especifica (mg de H.O, decomposta/min/mg
proteinas) para as quatro classes de cebolas comerciais.

Determinacao do extrato enzimatico da peroxidase e polifenoloxidase
- Pesar cerca de 20 gramas de cebola;

- Homogeneizar a amostra em blender com 100 mL de solugdo tampao fosfato 5,2mM, pH
5,2 durante 2 minutos;

- Filtrar a amostra com algodao;
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- Retirar do sobrenadante uma aliquota de 25 mL e adicionar 25 mL de acetona para serem
agitados em mesa agitadora orbital TE 141 da marca Tecnal;

- Interromper a agitacdo e adicionar mais 25 mL de acetona e agitar novamente por mais 5

minutos;
- Realizar este mesmo procedimento mais uma vez;
- Centrifugar por 8 minutos.

- Ressuspender o residuo da centrifugacédo utilizando 25 mL de solucdo tampao fosfato
5mM, pH 5,2.

Determinacao da Atividade Enzimatica da Peroxidase

- Misturar 1 mL do extrato enzimatico com 1,5 mL de solucao tampao fosfato de sédio pH
5,5 e 1,5 mL de agua destilada;

- Colocar a solugdo em banho-maria a 40°C durante 5 minutos para uniformizar a
temperatura;

- Acrescentar 1 mL de agua oxigenada 0,08% e 1 mL de guaiacol 0,5%.
- Aguardar 10 minutos para realizagao das leituras;
- Realizar as leituras em espectrofotémetro UV-Visivel Cary 100 Conc da Varian a 470 nm.

- Expressar os resultados em atividade especifica (Abs/ min/mg proteinas) para as quatro
classes de cebolas comerciais.

Para o tempo zero adicionar a enzima, o tampao, a agua destilada e ferver por 5 minutos
para inativar a enzima. Logo apds deve-se adicionar o guaiacol e a agua oxigenada.

Determinacao da Atividade Enzimatica da Polifenoloxidase

- Misturar 1 mL do extrato enzimatico com 1,5 mL de solucao tampao fosfato de sédio pH
6,0 e 2,5 mL de agua destilada;

- Colocar a solugdo em banho-maria a 30°C durante 5 minutos para uniformizar a
temperatura;

- Acrescentar 1 mL de catecol 0,05M;
- Aguardar 10 minutos para realizagao das leituras;
- Realizar as leituras em espectrofotémetro UV-Visivel Cary 100 Conc da Varian a 425 nm.

- Expressar os resultados em atividade especifica (Abs/ min/mg proteinas) para as quatro
classes de cebolas comerciais.
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Para o tempo zero adicionar a enzima, o tampao, a agua destilada e ferver por 5 minutos

para inativar a enzima. Logo apds deve-se adicionar o catecol.

TABELAS ESTATISTICAS UTILIZADAS NO ARTIGO 2:

Tabela 3: Teste de Tukey para umidade nas diferentes classes de cebola

{1} {2} {3} {4}
Média 88,5 88,4 88,3 88,6
Classe 2 {1} 0,742886 0,414172 0,975579
Classe 3 {2} 0,742886 0,925364 0,517532
Classe 4 {3} 0,414172 0,925364 0,250366
Classe 5 {4} 0,975579 0,517532 0,250366

Tabela 4: Teste de Tukey para cinzas nas diferentes classes de cebola

{1} {2} {3} {4}
Média 0,75 0,73 0,76 0,75
Classe 2 {1} 0,805738 0,929411 0,998739
Classe 3 {2} 0,805738 0,480690 0,727349
Classe 4 {3} 0,929411 0,480690 0,967898
Classe 5 {4} 0,998739 0,727349 0,967898

Tabela 5: Teste de Tukey para proteina nas diferentes classes de cebola

{1} {2} {3} {4}
Média 0,86 1,04 0,98 0,91
Classe 2 {1} 0,000247 0,001148 0,066115
Classe 3 {2} 0,000247 0,024712 0,000659
Classe 4 {3} 0,001148 0,024712 0,040262
Classe 5 {4} 0,066115 0,000659 0,040262
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Tabela 6: Teste de Tukey para fibra bruta nas diferentes classes de cebola

{1} {2} {3} {4}
Média 0,61 0,62 0,70 0,70
Classe 2 {1} 0,768002 0,000265 0,000299
Classe 3 {2} 0,768002 0,000334 0,000428
Classe 4 {3} 0,000265 0,000334 0,913114
Classe 5 {4} 0,000299 0,000428 0,913114

Tabela 7: Teste de Tukey para pH nas diferentes classes de cebola

{1} {2} {3} {4}
Média 5,23 5,08 5,2 5,16
Classe 2 {1} 0,008279 0,800907 0,257290
Classe 3 {2} 0,008279 0,27407 0,129869
Classe 4 {3} 0,027407 0,800907 0,693342
Classe 5 {4} 0,129869 0,257290 0,693342

Tabela 8: Teste de Tukey para acidez nas diferentes classes de cebola

{1} {2} {3} {4}
Média 0,31 0,38 0,31 0,29
Classe 2 {1} ,001550 1,000000 ,037275
Classe 3 {2} ,001550 ,001550 ,000263
Classe 4 {3} ,001550 1,000000 ,037275
Classe 5 {4} ,000263 ,037275 ,037275

Tabela 9: Teste de Tukey para lipidios nas diferentes classes de cebola

{1} {2} {3} {4}
Média 0,17 0,18 0,19 0,16
Classe 2 {1} 656793 164718 /445340
Classe 3 {2} 656793 656793 ,095337
Classe 4 {3} 656793 164718 ,018608
Classe 5 {4} ,095337 445340 ,018608
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Tabela 10: Teste de Tukey para aglcares redutores nas diferentes classes de cebola

{1} {2} {3} {4}
Média 3,73 5,27 4,76 4,67
Classe 2 {1} ,000230 ,000230 ,000231
Classe 3 {2} ,000230 ,000518 ,000300
Classe 4 {3} ,000518 ,000230 585017
Classe 5 {4} ,000300 ,000231 585017

Tabela 11: Teste de Tukey para fenois totais extraidos com metanol para as diferentes

classes de cebolas

{1} {2} {3} {4}
Média 2265,9 22443 2306,4 2282,9
Classe 2 {1} 0,001492 0,000242 0,010301
Classe 3 {2} 0,001492 0,000231 0,000242
Classe 4 {3} 0,000242 0,000231 0,001480
Classe 5 {4} 0,010301 0,000242 0,001480

Tabela 12: Teste de Tukey para fendis totais extraidos com agua para as diferentes classes

de cebolas
{1} {2} {3} {4}
Média 2840,3 2889,3 27846 2818,2
Classe 2 {1} 0,627639 0,534733 0,942531
Classe 3 {2} 0,627639 0,112888 0,346452
Classe 4 {3} 0,534733 0,112888 0,833747
Classe 5 {4} 0,942531 0,346452 0,833747

Tabela 13: Teste de Tukey para fendis totais extraidos com acetato de etila para as
diferentes classes de cebolas

{1} {2} {3} {4}
Média 76,8 77,0 784 77,7
Classe 2 {1} 0,998690 0,649567 0,880894
Classe 3 {2} 0,998690 0,733657 0,934768
Classe 4 {3} 0,649567 0,733657 0,966713
Classe 5 {4} 0,880894 0,934768 0,966713
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Tabela 14: Teste de Tukey para atividade especifica da enzima catalase nas diferentes
classes de cebola

{1} {2} {3} {4}
Média 0,0256667 0,0240000 0,0146667 0,0176667
Classe 2 {1} 0,163900 0,000230 0,000235
Classe 3 {2} 0,163900 0,000231 0,000286
Classe 4 {3} 0,000230 0,000231 0,012195
Classe 5 {4} 0,000235 0,000286 0,012195

Tabela 15: Teste de Tukey para atividade especifica da enzima peroxidase nas diferentes
classes de cebola

{1} {2} {3} {4}
Média 0,0306667 0,0033333 0,0263333 0,0250000
Classe 2 {1} 0,000230 0,160242 0,057545
Classe 3 {2} 0,000230 0,000231 0,000233
Classe 4 {3} 0,160242 0,000231 0,882395
Classe 5 {4} 0,57545 0,000233 0,882395
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ANEXO 3 - Descricao dos Procedimentos Analiticos e Tabelas Estatisticas do Artigo 3
Preparacao dos Extratos de Cebola e Chlorella
Extrato de Cebola

- Secar as cebolas em estufa de circulacdo de ar da marca QUIMIS a 60°C durante duas
horas;

- Pesar 10 gramas de cebola
- Adicionar 50 mL de solvente (metanol, ou acetato de etila ou agua)

- Agitar durante 2 horas consecutivas a temperatura ambiente em mesa agitadora orbital TE
141 da marca Tecnal;

- Filtrar o extrato com papel filiron° 1
- Clarificar com 10 mL de hidréxido de bario 0,1M e 10 mL de sulfato de zinco 5%;

- Filtrar a solucdo novamente e transferir quantitativamente para um baldo volumétrico de
100 mL;

- Completar o volume final com o solvente utilizado na extragéo.
Extrato de Chlorella

- Pesar 5 gramas da microalga chlorella;

- Adicionar 30 mL de metanol;

- Agitar a temperatura ambiente em mesa agitadora orbital TE — 141 da marca TECNAL

durante uma hora;

- Interromper a agitacao por 15 minutos;

- Reiniciar apos a adigéo de 20 mL de metanol, durante uma hora.

- Filtrar o extrato;

- Colocar o extrato num funil de separacgao e lavar cinco vezes com 10 mL de hexano;

- Transferir 0 extrato para baldao de fundo chato e evaporar o solvente;

- Ressuspender os residuos do baldo com 40 mL de agua;

- Clarificar o extrato com 10 mL de hidréxido de béario 0,1M e 10 mL de sulfato de zinco 5%;
- Deixar em repouso durante 20 minutos;

- Filtrar para um baldo volumétrico de 100 mL e completar o volume com o solvente utilizado

na extracao.
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Metodologia para Determinacao de Fendis Totais na Cebola

Reagentes:

- Solucéao Alcalina: mistura das solugbes Na,COs; 4%, CuSO, 2% e Tartarato duplo de sédio
e potassio 4% nas proporcdes 100:1:1, respectivamente. Filtrar a solucdo de carbonato de
s6dio 4% em papel Whatman n°1 antes de adicionar o tartarato duplo de s6dio e potassio
4% e o sulfato de cobre 2%.

Curva Padrao de Quercetina

A partir de uma solugao padrao de Quercetina 100 ug.mL-1, seguir o procedimento
da Tabela 1.

Tabela 1: Procedimento da curva padrao de quercetina

Tubo Quercetina (mL) Agua (mL) Solugao Alcalina (mL)
1 0 1,0 4,5
2 0,1 0,9 4,5
3 0,2 0,8 4,5
4 0,3 0,7 4,5
5 0,4 0,6 4,5
6 0,5 0,5 4,5
7 0,6 0,4 4,5
8 0,7 0,3 4,5
9 0,8 0,2 4,5
10 0,9 0,1 4,5
11 1,0 0 4,5

- Colocar os tubos em banho-maria a 40 °C por 15 minutos;
- Adicionar 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau diluido 1:2 (em agua);

- Fazer a leitura da absorbéancia apés 30 minutos utilizando comprimento de onda a 750 nm.
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Quantificacao dos Fenois Totais na Cebola

- Tomar quatro tubos de ensaio e colocar nestes 0,0; 0,3; 0,5; 0,8 € 1,0 mL de extrato;
- Completar o volume com 1 mL de agua;

- Adicionar 4,5 mL da solucao alcalina (Tabela 1);

- Deixar 15 minutos em banho-maria a 40°C;

- Adicionar a cada tubo 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau diluido 1:2 (agua);

- Deixar em repouso durante 10 minutos a temperatura ambiente;

- Realizar a leitura da amostra em espectrofotobmetro a 750 nm;

- Fazer triplicatas para todas as leituras.

Metodologia para determinacao de fendis totais na microalga chlorella
Reagentes:

- Solucéao Alcalina: mistura das solugdes Na,COs; 4%, CuSO, 2% e Tartarato duplo de sédio
e potassio 4% nas proporcdes 100:1:1, respectivamente. Filtrar a solucdo de carbonato de
s6dio 4% em papel Whatman n°1 antes de adicionar o tartarato duplo de s6dio e potassio

4% e o sulfato de cobre 2%.

Curva Padrao de Tirosina

A partir de uma solugdo padrao de tirosina 100 pug.mL™”, seguir o procedimento da
Tabela 2.
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Tabela 2: Procedimento da curva padrao de tirosina

Tubo Tirosina (mL) Agua (mL) Solugao Alcalina (mL)
1 0 1,0 4.5
2 0,1 0,9 4,5
3 0,2 0,8 4,5
4 0,3 0,7 4,5
5 0,4 0,6 4.5
6 0,5 0,5 4.5
7 0,6 0.4 4,5
8 0,7 0,3 4.5
9 0,8 0,2 4,5
10 0,9 0,1 4,5
11 1,0 0 4,5

- Colocar os tubos em banho-maria a 40 °C por 15 minutos;
- Adicionar 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau diluido 1:2 (em agua);

- Fazer a leitura da absorbéancia apés 30 minutos utilizando comprimento de onda a 660 nm.

Quantificacao dos Fenois Totais na Microalga Chlorella

- Tomar quatro tubos de ensaio e colocar nestes 0,0; 0,3; 0,5; 0,8 € 1,0 mL de extrato;
- Completar o volume com 1 mL de agua;

- Adicionar 4,5 mL da solucao alcalina (Tabela 1);

- Deixar 15 minutos em banho-maria a 40°C;

- Adicionar a cada tubo 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau diluido 1:2 (agua);

- Deixar em repouso durante 10 minutos a temperatura ambiente;

- Realizar a leitura da amostra em espectrofotobmetro a 660 nm;

- Fazer triplicatas para todas as leituras.
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indice de Peréxido

Reagentes:
- Solugao acido acético-cloroférmio (3:2);

- Solucao saturada de Kl (tem que ser preparada na hora): colocar 144g Kl e completar com
100 mL de agua;

- Solucao Tiossulfato de sédio 0,1N (padronizado com K,CrO,);

- Solucao de amido 1% (tem que ser preparada na hora): 1g de amido (indicador) em 100

mL de agua.

Padronizacao de tiossulfato de potassio com dicromato de potassio:
- Pesar 0,14-0,16 gramas de dicromato de potassio;

- Colocar em erlenmeyer de 250 mL;

- Colocar 50 mL de agua (previamente fervida) — temperatura ambiente;
- Agitar;

- 2 gramas de iodeto de potéassio;

- 8 mL de &cido cloridrico concentrado;

- Titular — bureta 50 mL com solucao padrao de tiossulfato, ao observar mudancga de
coloracao (castanho — amarelo), adicionar 2 mL de solu¢do de amido (indicador) e continua
titulacao (azul — verde).

Método:
- Pesar 5 gramas de amostra em erlenmeyer de 250 mL;

- Adicionar 30 mL da solucao acido acético-cloroférmio;

- Agitar para dissolucao da amostra;

- Adicionar 0,5 mL da solucao de Kl saturada e agitar

- Deixar em repouso por 1 minuto no escuro;

- Adicionar 30 mL de agua destilada previamente fervida e fria e agitar;
- Adicionar 0,5 mL de solucao de amido;

- Titular com solucéo de tiossulfato de sodio 0,1N até o desaparecimento da cor azul.
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Método Acido Tiobarbiturico

- Pesar a amostra em balanga analitica;

- Adicionar 30 mL de TCA 7,5% (homogeneizar primeiramente com uma parte desse

volume, e a seguir adicionar o restante);

- Filtrar, descartar o precipitado, reservando o filtrado, do filirado coletar aliquota de 5 mL e
transferir para tubos de ensaio (em triplicata);

- Adicionar 5 mL de TBA (0,02M) aos tubos de ensaio;
- Branco: em tubos de ensaio adicionar 5 mL de TBA e 5 mL de TCA 7,5%

- Levar todos os tubos para banho a 100°C, por 40 minutos, a seguir resfriar em banho de
agua. Ler em espectrofotdbmetro a 538 nm.

Curva padrao de TMP:

Reagentes e solucdes:
- Solucao aquosa de TCA 7,5%

- Solucao aquosa de TBA 0,02M
- Reagente TMP (1,1- 3,3 — tetra metoxipropano) padréao

- Solucao estoque de TMP: pesar 0,1659g de TMP e transferir para baldo de 100 mL com
TCA 7,5% e completar o volume;

- Solucao diluida de TMP: volume de 0,1mL da solugao estoque e completar o volume para
50 mL com TCA 7,5.

Adicionar a cada tubo as aliquotas a seguir, fechar tubos.



Tabela 3: Procedimento da curva padrdao de TMP

128

Tubos TMP (mL) [TMP] (M) TCA (mL)

Branco 0,0 0 5,0
1 0,5 1,01x 107 4,5
2 1,0 2,02x 1078 4,0
3 1,5 3,03x 107 3,5
4 2,0 4,04x 1078 3,0
5 2,5 5,05x 107 2,5
6 3,0 6,06x 10°® 2,0
7 3,5 7,07x 10°® 1,5
8 4,0 8,08x 10°® 1,0
9 4,5 9,09x 10°® 0.5
10 5,0 10,10x 107 0,0

- Adicionar a cada tubo, 5 mL da solugédo TBA

- Fechar a tampa e aguecer em banho de agua fervente por 40 minutos (colocar os tubos

somente quando a agua estiver fervendo, e marcar o tempo).

- Apbs completar o tempo, imediatamente resfriar, sob agua corrente (10 minutos séao

suficientes)

- Fazer a leitura a 538 nm
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TABELAS ESTATISTICAS UTILIZADAS NO ARTIGO 3:

Tabela 4: Teste de Tukey para avaliar a capacidade de sequestrar o DPPH utilizando 100 pL
de extrato em 15 minutos

{1} {2} {3} {4} {5}

Média 16,733 9,8667 4,0667 ,17000 10,567
Ceb. metanol 0,000187 0,000176 0,000176  0,000219
Ceb. 4gua 0,000187 0,000260 0,000176  0,877752
Ceb. Acetato  0,000176  0,000260 0,002992 0,000199
Chlorella 0,000176  0,000176 0,002992 0,000176

Quercetina  0,000219  0,877752 0,000176 0,000176

Tabela 5: Teste de Tukey para avaliar a capacidade de sequestrar o DPPH utilizando 100 pL
de extrato em 30 minutos

{1} {2} {3} {4} {5}

Média 20,733 12,400 4,1667 1,7533 14,500
Ceb. metanol 0,000180 0,000176 0,000176  0,000304
Ceb. 4gua 0,000180 0,000180 0,000176  0,166359
Ceb. Acetato  0,000176  0,000180 0,095223 0,000176
Chlorella 0,000176  0,000176 0,095223 0,000176

Quercetina  0,000304 0,166359 0,000176 0,000176
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Tabela 6: Teste de Tukey para avaliar a capacidade de sequestrar o DPPH utilizando 100 uL
de extrato em 45 minutos

{1} {2} {3} {4} {5}

Média 22,300 13,423 3,6000 2,5000 14,733
Ceb. metanol 0,000176 0,000176 0,000176  0,000176
Ceb. 4gua 0,000176 0,000176 0,000176  0,024773
Ceb. Acetato  0,000176  0,000176 0,062707 0,000176
Chlorella 0,000176  0,000176 0,062707 0,000176

Quercetina  0,000176  0,024773 0,000176 0,000176

Tabela 7: Teste de Tukey para avaliar a capacidade de sequestrar o DPPH utilizando 100 uL
de extrato em 60 minutos

{1} {2} {3} {4} {5}

Média 23,700 13,367 3,9167 2,6667 15,333
Ceb. metanol 0,000176 0,000176 0,000176  0,000176
Ceb. 4gua 0,000176 0,000176 0,000176  0,034723
Ceb. Acetato  0,000176  0,000176 0,240212 0,000176
Chlorella 0,000176  0,000176 0,240212 0,000176

Quercetina  0,000176  0,034723 0,000176 0,000176
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Tabela 8: Teste de Tukey para avaliar a capacidade de sequestrar o DPPH utilizando 200 uL
de extrato em 15 minutos

{1} {2} {3} {4} {5}

Média 24,400 16,200 4,6967 ,71000 26,600
Ceb. metanol 0,000179 0,000176 0,000176  0,126432
Ceb. 4gua 0,000179 0,000176 0,000176  0,000176
Ceb. Acetato  0,000176  0,000176 0,004694 0,000176
Chlorella 0,000176  0,000176 0,004694 0,000176

Quercetina  0,126432  0,000176 0,000176 0,000176

Tabela 9: Teste de Tukey para avaliar a capacidade de sequestrar o DPPH utilizando 200 uL
de extrato em 30 minutos

{1} {2} {3} {4} {5}

Média 29,197 17,477 5,0067 3,2000 29,000
Ceb. metanol 0,000176 0,000176 0,000176  0,980426
Ceb. 4gua 0,000176 0,000176 0,000176  0,000176
Ceb. Acetato  0,000176  0,000176 0,003957 0,000176
Chlorella 0,000176  0,000176 0,003957 0,000176

Quercetina  0,980426  0,000176 0,000176 0,000176
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Tabela 10: Teste de Tukey para avaliar a capacidade de seqiiestrar o DPPH utilizando 200
UL de extrato em 45 minutos

{1} {2} {3} {4} {5}

Média 31,597 17,767 5,0333 3,6833 32,000
Ceb. metanol 0,000176 0,000176 0,000176  0,993705
Ceb. 4gua 0,000176 0,000176 0,000176  0,000176
Ceb. Acetato  0,000176  0,000176 0,673492 0,000176
Chlorella 0,000176  0,000176 0,673492 0,000176

Quercetina  0,993705  0,000176 0,000176 0,000176

Tabela 11: Teste de Tukey para avaliar a capacidade de seqiiestrar o DPPH utilizando 200
UL de extrato em 60 minutos

{1} {2} {3} {4} {5}

Média 33,167 18,133 5,2000 5,1333 32,167
Ceb. metanol 0,000176 0,000176 0,000176  0,202866
Ceb. 4gua 0,000176 0,000176 0,000176  0,000176
Ceb. Acetato  0,000176  0,000176 0,999843 0,000176
Chlorella 0,000176  0,000176 0,999843 0,000176

Quercetina  0,202866  0,000176 0,000176 0,000176
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Tabela 12: Teste de Tukey para avaliar a capacidade de seqiiestrar o DPPH utilizando 500
UL de extrato em 15 minutos

{1} {2} {3} {4} {5}

Média 37,907 18,633 7,1000 2,7633 65,000
Ceb. metanol 0,000176 0,000176 0,000176  0,000176
Ceb. 4gua 0,000176 0,000177 0,000176  0,000176
Ceb. Acetato  0,000176  0,000177 0,017340 0,000176
Chlorella 0,000176  0,000176 0,017340 0,000176

Quercetina  0,000176  0,000176 0,000176 0,000176

Tabela 13: Teste de Tukey para avaliar a capacidade de seqiiestrar o DPPH utilizando 500
UL de extrato em 30 minutos

{1} {2} {3} {4} {5}

Média 45,027 24,200 7,7000 5,4600 71,033
Ceb. metanol 0,000176 0,000176 0,000176  0,000176
Ceb. 4gua 0,000176 0,000176 0,000176  0,000176
Ceb. Acetato  0,000176  0,000176 0,099286 0,000176
Chlorella 0,000176  0,000176 0,099286 0,000176

Quercetina  0,000176  0,000176 0,000176 0,000176
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Tabela 14: Teste de Tukey para avaliar a capacidade de seqiiestrar o DPPH utilizando 500
UL de extrato em 45 minutos

{1} {2} {3} {4} {5}

Média 50,090 26,400 7,9000 7,6800 77,733
Ceb. metanol 0,000176 0,000176 0,000176  0,000176
Ceb. 4gua 0,000176 0,000176 0,000176  0,000176
Ceb. Acetato  0,000176  0,000176 0,998377 0,000176
Chlorella 0,000176  0,000176 0,998377 0,000176

Quercetina  0,000176  0,000176 0,000176 0,000176

Tabela 15: Teste de Tukey para avaliar a capacidade de seqiiestrar o DPPH utilizando 500
UL de extrato em 60 minutos

{1} {2} {3} {4} {5}

Média 53,400 28,367 8,7667 10,267 80,433
Ceb. metanol 0,000176 0,000176 0,000176  0,000176
Ceb. 4gua 0,000176 0,000176 0,000176  0,000176
Ceb. Acetato  0,000176  0,000176 0,162428 0,000176
Chlorella 0,000176  0,000176 0,162428 0,000176

Quercetina  0,000176  0,000176 0,000176 0,000176




