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RESUMO

Os flavonoides tém sido objeto de inUmeras comprovacdes de suas propriedades funcionais,
em especial relativas as suas propriedades antioxidantes. E conhecido que estes compostos
apresentam estruturas diversas, podendo ser encontrados na forma de ésteres, polimeros e
principalmente de glicosideos, 0s quais, apesar de abundantes, nem sempre sdo bem
absorvidos na sua forma nativa, o que pode reduzir ou retardar seus beneficios. No presente
trabalho, foram estudados processos enzimaticos de biotransformacdo dos flavondides
glicosilados do cha mate (llex paraguariensis), cha verde (Camellia sinesis) e dos sucos de
laranja (Citrus sinensis) e limao (Citrus aurantifolia) visando & obtencao de derivados funcionais
com maior capacidade antioxidante. As reacdes enzimaticas foram realizadas em condicbes
controladas de processo, utilizando enzimas comerciais (hesperidinase de Penicillium sp,
naringinase de Penicillium decubens, glicosidase de Aspergillus niger e B-galactosidase de
Aspergillus oryzae). As melhores condicdes de reacdo de hidrélise foram determinadas,
obtendo-se faixa de pH 6timo de 3,8 a 4,5 e temperatura 6tima de 30°C a 40°C. A atividade
antioxidante foi avaliada por testes in vitro antes e apos as reagfes de biotransformacéo,
utilizando diferentes ensaios: FRAP, DPPH, 3-caroteno-acido linoléico e ORAC; a avaliacdo da
lipoperoxidacéo foi realizada pelo indice de TBARS, utilizando gema de ovo como fonte de
lipidios. Os teores de polifen6is totais e de flavondides foram quantificados por
espectrofotometria, enquanto o perfil da composicdo destes compostos nas amostras foi
caracterizado por espectrometria de massas (ESI-MS). As amostras com maior teor de
polifendis foram os chas (verde > mate) e em seguida os sucos (laranja > limdo). A atividade
antioxidante de todas as amostras mostrou aumento significativo (p < 0,05) apds as reacdes de
biotransformag¢@o, com destaque para as amostras de suco de laranja e limdo, que
praticamente duplicaram a atividade antioxidante quando avaliados pelo ensaio ORAC. O
ensaio ORAC avaliou também flavonoéides padrées e, conforme esperado, 0s menos complexos
ou agliconas apresentaram maior potencial antioxidante. A associacdo enzimatica em um
mesmo processo nao foi efetiva em elevar a capacidade antioxidante. Os espectros de massas
confirmaram a atuacdo das enzimas na hidrélise das fraces glicosidicas dos flavondides, em
especial da rutina, hesperidina e do kaempferol glicosilado, gerando compostos de interesse
com maior capacidade antioxidante. Palavras-chave: cha mate, cha verde, laranja, liméo,

hesperidinase, naringinase, glicosidase, 3-galactosidase, atividade antioxidante.
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ABSTRACT

Flavonoids have been subject of much evidence of their functional properties, especially
concerning their antioxidant properties. It is known that these compounds have diverse
structures and can be found in the form of esters, polymers and mainly glycosides, which
although abundants, are not always well absorbed in their native form, which can reduce or
delay their benefits. In this work we studied the flavonoid biotransformation processes of mate
tea (llex paraguariensis), green tea (Camellia sinesis), orange juice (Citrus sinensis) and lemon
juice (Citrus aurantifolia) using microbial enzymes to obtain derivatives with higher antioxidant
capacity. The enzymatic reactions were performed in a controlled process using commercial
enzymes (hesperidinase from Penicilium sp, naringinase from Penicillium decubens,
glucosidase from Aspergillus niger and B-galactosidase from Aspergillus oryzae). The best
reaction conditions for hydrolysis were determined, and optimum pH from 3.8 to 4.5 and
optimum temperature 30°C to 40°C were obtained in this enzymatic reaction. Antioxidant
activities were evaluated by in vitro tests before and after the biotransformation reactions, using
different methods: FRAP, DPPH, B-carotene, ORAC and evaluation of lipid peroxidation (egg
yolk) using the TBARS index. The total polyphenols and flavonoids were quantified by
spectrophotometry while the composition profile of these compounds in the samples was
performed by mass spectrometry (ESI-MS). Samples with higher polyphenol content were teas
(green > mate) followed by juices (orange > lemon). The antioxidant activity of all samples
showed a significant increase (p < 0.05) after the biotransformation reactions. The
biotransformation processes with orange and lemon juices doubled the antioxidant activity, as
assessed by ORAC assay. The flavonoids patterns were also assessed by ORAC assay, and as
expected, the least complex or aglycones showed higher antioxidant potential. The enzymatic
association in the same process was not effective in increasing the antioxidant capacity of
samples. The mass spectra of the samples confirmed the action of enzymes in hydrolysis of
glycosidic fractions of flavonoids, especially rutin, hesperidin and kaempferol glycoside,
generating simpler products of higher antioxidant capacity. Key words: mate tea, green tea,

orange, lemon, hesperidinase, naringinase, glucosidase, -galactosidase, antioxidant activity.
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1 - INTRODUCAO

Bebidas largamente consumidas no Brasil e ricas em flavondides, um dos tipos de
polifenol, tais como o chi mate (llex paraguariensis), o cha verde (Camellia sinensis) e 0s sucos
de laranja e limdo (Citrus sinensis e Citrus aurantifolia) tém sido objeto de estudo devido as
suas propriedades funcionais.

Estudos clinicos e em modelos animais indicam que os polifendis exercem efeitos
benéficos devido principalmente as suas propriedades antioxidantes (Holst & Williamson, 2008).
Além dessa propriedade, que é uma das mais enfatizadas na literatura, esses compostos sao
também responsaveis por outras atividades conhecidas como: antimutagénica,
anticarcinogénica, antiinflamatéria e pela prevencao de doencas cardiovasculares (Cao & lIto,
2004; Coutinho et al., 2009).

Por outro lado, os polifenois, em especial aqueles encontrados na forma de ésteres,
glicosideos e polimeros, apesar de abundantes nos alimentos, nem sempre sdo bem
absorvidos ap0s a ingestao oral. Ou seja, o efeito funcional esperado ndo depende somente da
quantidade ingerida, mas também de caracteristicas moleculares que podem influenciar na
biodisponibilidade do composto (Holst & Williamson, 2008).

A desglicosilagdo das moléculas dos polifendis representa boa alternativa para o aumento
da atividade antioxidante desses compostos (Park et al., 2006a), além de elevar a
biodisponibilidade ao favorecer a interacdo de moléculas mais lipossolaveis com as membranas
celulares, o que facilita a absorcao (Nilsen et al., 2006; Salem et al., 2010).

Dessa forma as enzimas hesperidinase, naringinase, glicosidase e $-galactosidase foram
utilizadas no estudo com o intuito de hidrolisar a fracdo glicosidica dos polifendis e elevar a
atividade antioxidante das matrizes alimentares estudadas, o que justificaria ainda mais a

utilizacdo dessas bebidas brasileiras, como alimentos funcionais, na dieta da populacgéo.

1.1 - Polifendis

Polifenol pode ser definido como sendo uma substancia que tem um ou mais nucleos
aromaticos contendo substituintes hidroxilas e/ou seus derivados funcionais como ésteres,

metoxilas, glicosideos dentre outros. Refere-se a um amplo e numeroso grupo de moléculas



encontradas em chas, frutas, hortalicas, cereais, café, cacau, vinho, sucos de frutas e soja
(Escarpa & Gonzales, 2001).

Nas plantas, os polifendis exercem a funcdo de fotoprotecdo, defesa contra os
microrganismos e insetos, além de serem responsaveis pela pigmentagdo e por algumas
caracteristicas organolépticas dos alimentos (Escarpa & Gonzales, 2001).

As diversas classes polifendlicas se diferenciam pela estrutura (quantidade e distribui¢céo
dos &tomos de carbono) e pela massa molecular, sendo que os flavonoides s&o os
representantes de uma das classes polifendlicas e possuem importantes propriedades

funcionais (Escarpa & Gonzales, 2001).

1.2 - Flavonodides

1.2.1 - Estrutura e classificacao

Entre as diversas classes que compdem os compostos polifendlicos, os flavonodides sao
considerados muito importantes para a alimentagdo humana, devido a sua ampla distribuicdo
em frutas, hortalicas e legumes, além dos gréos, cereais e leguminosas. A sua biossintese é
estimulada pela luz; desta forma, eles se acumulam nos tecidos aéreos (Archivio et al., 2007).
Os flavondides sdo substancias que tem habilidade para prevenir doencas (Gonzalez-Gallego,
2010), pois possuem propriedades antioxidantes (Majchrzak et al., 2004).

A estrutura dos flavondides (Figura 1) esta baseada no nucleo flavilium, o qual consiste
de trés anéis. O benzeno do anel A é condensado com o sexto carbono do anel C, que na
posicdo dois carrega um grupo fenila como substituinte. Os dois anéis benzénicos sdo unidos

por um anel heterociclico (Aherne & O’Brien, 2002).



Figura 1 - Estrutura geral e padrdo de numeracgédo dos flavondides. As ligacbes, posi¢cdes de
insaturacdes e grupos funcionais sdo especificos para cada classe de flavonéides (A = 1° anel,
B = 2° anel e C = 3° anel) (Birt et al., 2001).

Os flavondides podem ser subdivididos em 13 classes, com mais de 5000 compostos
descritos até 1990 (Birt et al., 2001). Esta classificacdo depende da oxidag&o do anel central
(pirano) e dos substituintes (Marco et al., 2008).

As principais classes encontradas nos alimentos sao:

-Flavanois (catequina): contém apenas a hidroxila no carbono-3, porém sem a dupla ligagédo
entre o carbono-2 e o carbono-3 do anel C;

-Flavondis (quercetina, kaempferol e miricetina): contém uma hidroxila na posi¢éo trés e
carbonila na posicdo quatro do anel C;

-Flavanonas (naringina, hesperidina): contém apenas a carbonila no carbono-4, também sem a
dupla ligacdo entre o carbono-2 e o carbono-3 do anel C;

-Flavonas (luteolina, apigenina, diosmetina): contém a carbonila na posi¢do quatro do anel C e
a dupla ligacéo entre o carbono-2 e o carbono-3 do anel C;

-Antocianidinas (cianidina, pelargonidina): contém apenas a hidroxila no carbono-3 do anel C;
-Isoflavonas (genisteina, daidzeina): o anel B esta localizado na posi¢do carbono-3 do anel C
(Figura 1) (Birt et al., 2001). Estes compostos se aparentam aos estrégenos e, devido ao fato de
poderem se ligar aos receptores estrogénicos, sdo conhecidos como fitoestrégenos (Manach et
al., 2004).

Os compostos exemplificados de cada classe encontram-se na Figura 2.
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Figura 2 - Estrutura dos flavondéides, na forma aglicona, das principais classes encontradas nos

alimentos.

As atividades bioquimicas dos flavondides e de seus metabdlitos dependem de sua
estrutura quimica, que pode variar com as substituicdes incluindo a hidrogenacdo, as
hidroxilagbes, as metilacbes, as sulfatacbes e as glicosilacbes (Tabela 1). Flavondides e
isoflavonéides ocorrem comumente como ésteres, éteres, derivados glicosidicos ou ainda como
uma mistura deles, podendo receber a denominacdo de glico-flavondide ou flavondides
glicosilados. As substitui¢cdes glicidicas incluem D-glicose, L-ramnose, glicoramnose, galactose,
lignina e arabinose (Birt et al., 2001).

Quando se apresentam isentos de glicidios, a estrutura recebe o nome de aglicona. Os
flavonodides glicosilados sdo mais sensiveis ao calor, porém mais sollveis, se comparados a
forma aglicona (Manach et al., 2004). As agliconas mais comumente encontradas na natureza

séo a naringenina e a hesperetina (Figura 2) (Archivio et al., 2007).



Tabela 1 — Principais flavonéides glicosilados encontrados nos alimentos (Gattuso et al., 2007).

Composto R1 R2 R3 R4 R5 R6

Rz

Rs
R, I 0 ‘

Flavanona ©
didimina O-RU’ H OoMe?
eriocitrina O-RW””  OH OH
hesperetina-7-O-rutinosideo O-RuP OH OMme®
(hesperidina)
naringenina-7-0O- O-Nh° H OH
neohesperidosideo (naringina)
naringenina-7-O-rutinosideo O-RUP H OH

(narirutina)

hesperetina-7-0- O-Nh° OH OMe?
neohesperidosideo

(neohesperidina)

neoeriocitrina O-Nh° OH OH

poncirina O-Nh° H OMme®

Flavondis
kaempferol-3-O-a-ramnopiranosil- Ram- Gli#
(1,2)-B-glicopiranosideo-7-O-a- Gli®

glicopiranosideo

kaempferol-7-O-a-L- H Ram

ramnopiranosideo

kaempferitrina Ram Ram




kaempferol-3-O-[3-
glicopiranosideo-7-O-a-

ramnopiranosideo

Gli#

Ram

Flavonas
luteolina-6,8-di-C-glicosideo H Gli# OH Gli# OH OH
(lucenina-2)
apigenina-6,8-di-C-glicosideo H Gli# OH Gli# H OH
(vicenina-2)
stelarina-2 H Gli® OH Gli® OMe* OH
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(lucenina-2 4" -metil eter)
apigenina-7-O-neohesperidosideo- H H O-Nh° H OH O-GI®
4’ -glicosideo (roifolina-4’-
glicosideo)
crisoeriola-7-O-neohesperidosideo- H H O-Nh° H OMe®* OH
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apigenina-6-C-glicosideo H Gli# OH H H OH
(isovitexina)
luteolina-7-O-rutinosideo H H O-Ru’ H OH OH
scoparina H H OH Gli# OMe®* OH
diosmetina-8-C-glicosideo H OH Gli# OH OMe*
(orientina-4"-metil éter)
quercetina-3-O-rutinosideo (rutina)  O-RuP H OH H OH OH
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(roifolina)
apigenina-7-O-rutinosideo H H O-RU° H OH OH
(isorhoifolina)
apigenina-7-O-rutinosideo H H O-Nh° H OMe* OH
(isorhoifolina)
diosmetina-7-O-rutinosideo H H O-RU’ H OH  OMe®
(diosmina)
diosmetina-7-O-neohesperidosideo H H O-Nhe H OH OMe?

(neodiosmina)

HO HO
S, N
"Piec 0’% oH HO—\ -0
HOX,.;% 0
) 0
HO— i/O / HaG—7 0
| |o\_.-$,-o | IOJ\Z;\iOH
B
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rutinose nechesperidinose

®Ram — ramnose, Gli — glicose, Me — metil; "Ru — rutinose; °Nh — neohesperidosideo.

1.2.2 - Flavonodides: relacdo estrutura/atividade antioxidante

Um dos mais importantes mecanismos de acéo dos flavonoides deve-se a sua atividade
antioxidante. Segundo Silva et al. (2002), ha trés requisitos na estrutura quimica dos

flavondides possivelmente responsaveis pela atividade de neutralizacdo de radicais exercida

por esta classe de compostos, sendo eles:

-A presenca do grupo orto-dihidroxi ou grupo catecol no anel B (Figura 3), o que confere uma
maior estabilidade a forma radicalar, pois contribui para a deslocalizagcéo dos elétrons;

-A ligagdo dupla conjugada com a fungdo 4-oxo, o que colabora com a deslocalizag&o eletronica

a partir do anel B;

-Os grupos hidroxilo nas posi¢cdes trés e cinco com fungédo oxo, que promove a deslocalizacdo

eletrénica do grupo 4-oxo para estes dois substituintes.



Figura 3 — Grupos responsaveis pela atividade antioxidante na molécula dos flavondides.

A deslocalizagéo de elétrons 1 (pi), gerada pela extensdo de conjugacgéo presente na
estrutura dos flavonodides (carbonila cetdénica em C4, ligacéo dupla C2-C3 e anel B, permite uma
maior estabilidade das espécies intermediarias formadas, fato que favorece as reacgbes
quimicas envolvidas. Tais evidéncias foram comprovadas através de estudos teéricos de
modelagem molecular (Coutinho et al., 2009).

Segundo Barreiros et al. (2006), os flavondides também possuem capacidade de quelar
metais de transicdo e de doar elétrons. De modo geral, quanto maior o numero de hidroxilas na
estrutura molecular, maior a atividade como agente doador de elétron, sendo assim, 0s
flavonéides monohidroxilados apresentam atividade muito baixa, muitas vezes nao detectavel
(Cao et al., 1997). Entre os flavonoides dihidroxilados, destacam-se aqueles que possuem o
sistema catecol (3’-4’-dihidroxi) no anel B. Os flavonéides com multiplas hidroxilas como, por
exemplo, a quercetina, a miricetina e a taxifolina possuem forte atividade antioxidante quando
comparados a compostos como o a-tocoferol, acido ascoérbico e o (B-caroteno (Yang et al.,
2001).

Deste modo, a miricetina € o flavondide que apresenta um carater antioxidante mais
efetivo, seguida da quercetina (Figura 2). Por meio de estudos, foi constatado que este Gltimo
possui uma capacidade de atuar como agente antioxidante cinco vezes superior a das
vitaminas E e C (Silva et al., 2002).

A atividade antioxidante de um flavonéide é, entdo, determinada pelo anel B (Figura 3),
enquanto a estrutura base restante tem uma menor influéncia. Isto pode acontecer devido a
uma maior capacidade eletrodoadora deste anel, havendo uma maior influéncia da estrutura
restante ap0s o decréscimo da atividade antioxidante do anel B. O arranjo espacial dos
substituintes presentes na molécula torna-se um fator que contribui de forma significativa para a
atividade antioxidante destes compostos (Heim et al., 2002).
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A aglicona parece ter melhor a¢éo antioxidante se comparada ao flavonéide glicosilado.
Isso porque, para uma Otima atividade antioxidante & necessario que a extremidade 3-OH do
anel C esteja livre (Figura 3), o que ndo € observado nos O-glicosideos, o que reduz a
capacidade da molécula de neutralizar radicais livres (Park et al., 2006a).

No entanto, recentemente, descobriu-se que a importancia dos flavonoides ndo é
apenas quanto a atividade antioxidante, mas também quanto a atividade pro-oxidante,
induzindo a apoptose (morte programada) de algumas células mutantes (Archivio et al., 2007).
Coutinho et al. (2009), descreveram que os flavondides sdo também potenciais agentes
terapéuticos para o processo inflamatério e que a estrutura molecular tem forte influéncia nesse
potencial, variando entre as classes de flavonéides e apresentando maior potencial quando na

forma aglicona.

1.2.3 - Biodisponibilidade dos flavonadides: influéncia da glicosilacdo na atividade

antioxidante

7

Uma evidéncia indireta da absorcdo dos flavonoides pelo intestino € o aumento da
capacidade antioxidante do plasma ap6s o consumo de alimentos que contém estes
compostos. Uma estimativa mais precisa sobre a biodisponibilidade dos flavonéides tem sido
obtida pela determinag&o da concentracdo plasmatica e urinaria de metabolitos apds a ingestado
de compostos puros ou de géneros alimenticios, fontes do composto de interesse (Scalbert &
Willianson, 2000).

O mecanismo de absorcdo e acdo dos flavondides no organismo ainda ndo esta
totalmente esclarecido; além disto, as cinéticas de absor¢éo variam consideravelmente entre os
alimentos devido & heterogeneidade de acuUcares e outros grupos funcionais ligados ao nucleo
dos flavondides. Além do mais, a absorcao também é dependente da dosagem, do veiculo de
administracéo, dos antecedentes da dieta, das diferencas sexuais, da populagdo microbiana do
colon e dos flavondides que séo absorvidos ligados as proteinas (Walle et al., 2003).

Um experimento com ratos tratados cirurgicamente, em que a absorcédo foi restrita ao
estdbmago, mostrou que, em nivel gastrico, é possivel ocorrer a absorcao de alguns flavonoides
livres, como a quercetina e a daidzeina, mas nao de seus glicosideos. A explicacao para tal fato
€ que formas glicosiladas provavelmente resistem a hidrélise acida do estdbmago e por isso

chegam intactas ao duodeno. Mesmo assim, somente as agliconas e alguns polifendis ligados
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especificamente a glicose podem ser absorvidos no intestino delgado (Day et al., 2003),
enquanto os demais séo eliminados do organismo sem exercer a sua funcéo.

As formas agliconas podem ser diretamente absorvidas pelo intestino delgado;
entretanto, os flavonoides estdo presentes em alimentos, geralmente, na forma de ésteres e
glicosideos, ou ainda polimeros que ndo podem ser absorvidos na forma nativa (Heim et al.,
2002). A maioria dos flavondides presentes nos alimentos ocorre principalmente na forma
glicosilada de 3-O-glicosideo e polimeros (Heim et al., 2002). Para que ocorra a difusédo passiva
pela membrana da borda em escova do intestino delgado, é necesséria a remocao do acUcar.
Por este motivo, o0 primeiro passo do metabolismo destes compostos € a desglicosilacao.
Glicosidases ativas podem estar presentes em alimentos, nas células da mucosa gastrintestinal,
ou podem ainda ser secretadas pela microbiota coldnica (Scalbert & Willianson, 2000). Além
disso, o peso molecular do composto também pode influenciar na absorgdo intestinal (Santos-
Buelga & Scalbert, 2000).

Por outro lado, polifendis ligados a ramnoses, quando chegam intactos ao c6lon, podem
ser hidrolisados por ramnosidases oriundas da microbiota, o que possibilita a sua absorg¢éo. A
mesma probabilidade é aplicada a polifendis ligados a arabinose ou a xilose (Hollman et al.,
1999).

A absorcao no coélon ocorre mais lentamente e com menor intensidade se comparada a
do intestino delgado. As razdes para tanto podem ser sua pequena area de exposicao e a baixa
atividade dos transportadores de membrana. Condizente com a informacdo anterior, 0s
flavonoides ligados a ramnoses sao absorvidos mais lentamente e com menor eficicia do que
as formas aglicona ou somente ligadas a glicose. Isso foi demonstrado claramente em
humanos, onde a absor¢ao maxima de quercetina 4’-glicosideo ocorreu entre 30 e 42 minutos,
enquanto a absorcdo maxima da mesma quantidade de rutina (quercetina-3-rutinosideo)
ocorreu entre 6 e 9 horas apés a ingestao (Hollman & Katan, 1997). Esta seria uma possivel
justificativa para o flavondide ligado a ramnose apresentar tempo de meia vida superior quando
comparado ao ligado a glicose, pois sua absor¢do ocorreria no colon (que possui 10%
microorganismos/cm?® com potencial catalitico e hidrolitico) (Scalbert & Williamson, 2000).

Algumas formas de absor¢cdo de polifendis foram sugeridas. Segundo estudos, na
porcdo extracelular (no intestino), podem ser encontradas enzimas responsaveis pela quebra da
ligacdo dos flavonodides glicosilados, como a LPH (lactase-florizina-hidrolase), mais conhecida
como lactase. A deficiéncia de LPH gera a intoleréncia a lactose. Com a quebra, ocorre a

absorcdo. No entanto, caso o flavondide glicosilado atinja o interior da célula (através do
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transporte ativo, por receptores SGLT) a enzima CBG (B-Glicosidase citosoélica), encontrada no
citosol do intestino e do figado, quebrara a ligacéo e formaré os flavonéides na forma livre, que
posteriormente serdo conjugados e cairdo na corrente sanguinea (Németh et al., 2003).

Muitos fendis ndo sdo metabolizados pelo citocromo P 450, pois ndo sdo substratos
favoraveis para ele (Yang et al., 2008). Por isso seguem para a metabolizagdo por conjugacao
no intestino delgado e no figado pela glicuronidacéo, sulfatacdo ou metilagdo ou ainda podem
ser metabolizados a pequenos compostos fendlicos (Yang et al., 2001; Heim et al., 2002). Ao
sofrerem essas madificacbes, os flavondides podem tornar-se metabdlitos ainda mais ativos ou
serem eliminados do organismo mais facilmente por tornarem-se mais polares (Figura 4); dessa
forma, muitos desses produtos metabdlicos podem ser detectados na urina e nas fezes
humanas (Walle et al.,, 2003). Sendo que a maior excrecdo pela bile (fezes) indica baixa
absorcéo dos polifenéis no organismo (Manach et al., 2005).

O tempo exato da meia vida dos polifenéis no plasma raramente pode ser calculado com
precisdo, mas é de aproximadamente duas horas para as antocianinas e de duas a trés horas
para os flavanéis. A meia vida das isoflavonas e da quercetina é da ordem de 4-8 horas e 11-28

horas, respectivamente (Manach et al., 2004).

ChasiSucos (lavondides) Figado
l fivre Forma — Forma
intestino delgado - - livre conjugada
(conjugaches) | glicuronizados Forma conjugada
l (aglicona, apenas as catequinas)
l Formnas livres/conjugada .
sangue biodisponibilidade
Célon 4 J }
l rins
Feres uri'na

Figura 4 - Transito e metabolizacdo dos flavonoides no organismo (Henning et al., 2008;
Manach et al., 2004).

E importante enfatizar que os polifendis mais comuns na dieta humana ndo s&o os mais
ativos biologicamente. Isto ocorre por razdes como a baixa atividade intrinseca, absor¢éo
intestinal reduzida ou rapida metabolizacédo e excrecdo. Além disto, dados tém reportado que os

metabdlitos encontrados no sangue ou em o6rgdos alvos diferem das formas nativas das
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substéncias com relacdo a atividade biolégica; alguns deles possuem maior atividade
antioxidante que a forma in natura (Walle et al., 2003).

Entretanto, para que os flavondides possam exercer a atividade antioxidante,
extensivamente descrita na literatura (Benavente - Garcia, 1997; Ghafar et al., 2009; Miranda et
al., 2008), primeiramente as moléculas devem ser absorvidas pelo organismo, o que €
favorecido pela retirada da fracdo glicosidica (Salem et al., 2010), pois do contrario poderao ser

eliminadas sem exercer a sua fungao.

1.2.4 - O consumo dos flavonéides

Os flavonoides, conforme ja citado, sdo importantes componentes da dieta humana,
sendo consumidos diariamente; porém, uma quantificacdo mais exata do total de flavonoides
ingeridos torna-se dificil, devido a falta de tabelas com dados sobre a sua distribuicdo nos
alimentos. Conforme estudo brasileiro, 0 consumo total estimado varia de 26 mg a 1 g/dia,
proveniente de fontes especificas como: chés, frutas, vinhos, cerveja, vegetais, gréos, nozes,
sementes e especiarias (Behling et al., 2004).

A quercetina, 0 mais abundante flavondide presente na dieta humana, representa cerca
de 95% do total dos flavondides ingeridos, sendo que a cebola, a magé e o brocolis séo as
fontes majoritarias. A maior parte dos flavonéides consumidos provém dos chas, cacau, café e
vinhos, aproximadamente 420 mg/dia, com um adicional de 290 mg/dia provenientes das frutas.
Em estudo holandés, entre as frutas, a concentracdo média de quercetina foi de 15 mg/Kg. Para
o0 vinho tinto o teor observado foi de 4-16 mg/L, para o suco de limédo 7 mg/L, suco de tomate 3
mg/L e para a grande maioria dos sucos citricos 5 mg/L (Hertog et al., 1993).

Nos dias de hoje, a ingestdo dos chamados “alimentos funcionais”, tornou-se uma
necessidade com o intuito de prevenir os males da vida moderna. Dentre eles, se destacam 0s

sucos, os chas, o chocolate, as frutas, os vinhos e as verduras (Quinabra, 2004).

1.2.5 - As propriedades farmacologicas dos flavonoides

Os alimentos que possuem os flavonoides na sua composi¢céo tém sido cada vez mais
estudados devido as suas propriedades farmacoldgicas. Vérios trabalhos descrevem o0s

beneficios oferecidos pela dieta que contém estes compostos (Tabela 2).
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Segundo McKay & Blumberg (2002), os polifenéis sdo capazes de inibir a oxidagdo do
LDL (lipoproteina de baixa densidade) que esta associada aos riscos de aterosclerose e
doencas do coracdo, além de apresentar importante atividade antioxidante, impedindo as
disfuncdes endoteliais que poderiam originar doengas cardiovasculares.

Outros estudos abordam a importancia dos polifendis na prevencgéo de doencas de pele
ao prevenir as respostas inflamatérias, a imunossupressdo e o dano oxidativo quando ha
exposicao a radiacao ultravioleta (UVB) (McKay & Blumberg, 2002; Wu & Wei, 2002; Lee et al.,
2004; Katiyar, 2003).

Com relagdo ao emprego dos flavondides no tratamento do processo inflamatorio, a
quercetina, o kaempferol, a hesperidina, a miricetina e a naringenina apresentaram significativa
acao antiinflamatoria, que foi atribuida a inibicdo da enzima fosfolipase A, (PLA) (Kim et al.,
2004; Cazarolli et al., 2008), lipo-oxigenase, ciclo-oxigenase e a inibicdo da producdo de Oxido
nitrico, através da modulacdo da enzima iNOS (sintase de oOxido nitrico) (Yoon & Baek, 2005;
Santangelo et al., 2007). Outros flavondides, além dos que se destacaram, foram capazes de
diminuir a producgéo de oOxido nitrico e a expressao da enzima iNOS, dentre os quais pode-se
citar a apigenina, a luteolina, a crisina, a miricetina e a genisteina (Cazarolli et al., 2008;
Santangelo et al., 2007). Alguns flavondides tornaram-se conhecidos pela inibicdo da enzima
lipo-oxigenase como a morina e a miricetina, e outros pela inibicdo da enzima ciclo-oxigenase
como a crisina, a apigenina, a luteolina, a morina, a rutina e a galangina (Cazarolli et al., 2008;
Yoon & Baek, 2005; O Leary et al.,, 2004). Os flavondides genisteina, quercetina, luteolina,
apigenina e rutina foram capazes de inibir também a secre¢éo de citocinas pré-inflamatorias
(por exemplo, fator de necrose tumoral-a e interleucina-1) (Lopez-Posadas et al., 2008; Kim et
al., 2004; Cazarolli et al., 2008).

Recentemente, células epiteliais de gengiva humana foram estimuladas com
Porphyromonas gingivalis, patdgeno que gera inflamacédo e destruicdo do tecido periodontal. A
isoquercitrina e a astragalina (kaempferol-3-O-B-glucopiranosideo) apresentaram atividade
antiinflamatoria significativa frente a bactéria P. gingivalis. Ambos os flavonéides, nas
concentracdes de 10 e 25 mg/mL, inibiram a producdo de prostaglandina E, induzida pela

bactéria, mostrando ser Uteis na prevencgéo de periodontites (Inaba et al., 2008).

13



Tabela 2 — Propriedades farmacolégicas dos chas mate e verde e sucos de laranja e limao.

Matriz alimentar

Propriedade farmacoldgica

Referéncia

indicado para artrite, dor de cabeca,
constipacao, reumatismo, hemorroidas,

obesidade, fadiga, retencédo de liquido,

Bastos & Torres,

cha mate hipertenséo, digestdo lenta e desordens 2003
hepaticas
possui propriedades antioxidantes,
antiinflamatoria, imunomodulatéria e Miranda et al., 2008
anticancerigena
possui propriedades anticarcinogénica, Wiseman &
antimutagénica e efeitos cardioprotetores Balentine, 1997
pode atuar como antimicrobiano, ) _
imunoestimulatério e antiinflamatério Salto & Miyata, 2000
pode oferecer protegdo contra danos _
isquémicos cerebrais Suzuki et al., 2004
possui propriedade antioxidante Cao & Ito, 2004
cha verde Cabrera et al., 2006;
pode atuar favorecendo a salde bucal Lambert & Yang,
2003
pode atuar inibindo infecg&o por
Hellicobacter pylori, pode atuar no
controle de peso, favorecendo a Yang et al., 2008
densidade 6ssea e inibindo a oxidagéo do
LDL
pode previnir doengas coronarias e asma Dugo & Giacomo,
cronica 2002
possui propriedades anticancerigenas,
Sucos: Ghafar et al., 2009

laranja e liméo

antifingicas e pode previnir codgulos

possui propriedade antiinflamatoria

Ghafar et al., 2009;
Zielinska-Przyjemska
& Ignatowicz, 2008
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pode atuar prevenindo a fragilidade capilar  Gattuso et al., 2007

Benavente - Garcia,
possui propriedades antioxidantes 1997; Ghafar et al.,
2009

pode reduzir a producdo e a liberacéo de
espécies reativas de oxigénio por
neutréfilos e macréfagos por sua acéo
direta como sequestrador ou por inibir as _
_ o Limasset et al., 1993
vias enzimaticas que geram estas
espécies: NADPH (nicotinamida adenina
dinucleotideo fosforilado) oxidase, xantina

oxidase e mieloperoxidase

1.2.6 - Os flavono6ides do cha mate

No Brasil, 0 cha mate é a infusdo mais consumida, seguida do cha preto e de outros
tipos, como por exemplo, os de frutas e os de outras ervas. Muitos dos chas de ervas séo
consumidos para fins medicinais segundo a sabedoria popular (Maccari & Mazuchoswki, 2000).
Em alguns estados brasileiros a erva mate é bastante consumida como chimarrdo ou tereré,
diferindo pela forma de preparo, como a temperatura da agua de infusdo, a quente ou a frio
respectivamente (Bastos & Torres, 2003).

O cha mate é produzido tendo como matéria-prima a llex paraguariensis e seu
processamento envolve basicamente as etapas de trituracdo, secagem e tostagem das folhas,
sendo que a erva mate se difere do cha mate apenas pela auséncia da etapa de tostagem
(Maccari & Mazuchoswki, 2000).

A erva mate é uma espécie florestal arbérea nativa da familia Aquifoliaceae, encontrada
principalmente no Brasil, na Argentina e no Paraguai (Maccari & Mazuchoswki, 2000).

Dentre os produtos do metabolismo secundario da espécie, pode-se destacar a
presenca de acidos fendlicos (cafeico, clorogénico, 3,4-dicafeoilquinico, 3,5-dicafeoilquinico e
acido 4,5-dicafeoilquinico), dos flavondides pertencentes a classe dos flavonois (rutina,
quercetina e kaempferol) e das metilxantinas (cafeina e teobromina) (Bastos et al., 2007; Filip et

al., 2001; Bracesco et al., 2010), como mostra a Tabela 3.
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Os flavonodides presentes no chd estédo principalmente em sua forma glicosilada, como

por exemplo, a quercetina-3-rutinosideo, também chamada de rutina (Matsubara & Rodriguez-

Amaya, 2006). A presenca dos flavondides, nas formas de agliconas, tem sido relatada no chéa

mate em niveis comparaveis aos dos chas verde e preto, como é o caso da quercetina (2500-
3300 mg/kg) e do kaempferol (300-600 mg/kg) (Matsubara & Rodriguez-Amaya, 2006).

Tabela 3 — Composicao polifendlica da llex paraguariensis.

llex
paraguariensis

Chandra & Mejia
2004 (mg/g de

de Morais et al.,
2009 (mg/g erva

Tsai et al., 2008
(mg/g extrato a

folhas secas) mate tostada) 26% wiw)
epigalocatequina galato 190,89+0,59 8,50
acido galico 94,91+4,18 2,95+0,10
catequina 82,13+3,83
acido 4,5-dicafeoilquinico 2,59+0,15
acido p-cumaérico 0,06
acido protocateico 0,47
acido cafeico 0,24 0,44
acido clorogénico 8,50+0,22 22,10
epicatequina 1,70+0,08
galocatequina 2,37+0,10
cafeina 5,49+0,19
teobromina 1,35+0,04
acido ferdlico
teofilina
rutina 23,40
quercetina 0,88
kaempferol 0,27
miricetina 3,66

As xantinas, cafeina (composto com propriedade estimulante), teobromina, tecfilina e os

compostos fendlicos como o acido cafeico e seus derivados, principalmente o acido

clorogénico, sdo também responsaveis por varios dos efeitos farmacolégicos desse cha, devido
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possivelmente a presenca de substancias capazes de sequestrar os radicais livres formados no
inicio do processo de oxidacao (Bastos et al., 2006; Bastos et al., 2007).

No entanto, na literatura, a composicao polifendlica das bebidas naturais apresenta
divergéncia entre os varios autores, provavelmente por se tratarem de estudos provenientes de

produtos naturais de paises diversos.

1.2.7 - Os flavonéides do cha verde

Produzidos a partir das folhas de Camellia sinensis, da familia Theaceae, os chas verde
e preto sdo largamente consumidos em paises orientais e ocidentais, respectivamente. Devido
a imigracdo japonesa, o cha verde também passou a ser utilizado no sudeste do Brasil,
particularmente no estado de S&o Paulo. Esse é constituido de folhas secas colhidas de
diferentes partes da planta, o que determina os Vvarios tipos disponiveis. Além disso, as folhas
velhas possuem mais catequinas se comparadas as folhas jovens (Cabrera et al., 2006).

O processamento do cha verde compreende a inativagdo da enzima polifenoloxidase por
injecdo direta de vapor ou aplicacdo de calor indireto. Em seguida, as folhas sdo secas e
tostadas. J& no processamento do cha preto, a presenca da polifenoloxidase é de extrema
importancia. Esta é a enzima que promove, juntamente com o0 oxigénio, a oxidacao das
catequinas a teaflavinas (Takeo et al., 1992).

Embora muitos dos trabalhos tenham envolvido os chas verde e preto, € nado
substancias especificas, os efeitos benéficos sdo geralmente atribuidos as catequinas e as
teaflavinas (Tabela 5) (Balentine et al., 1997). No entanto, além delas, os chas também contém
os flavondis (miricetina, quercetina e kaempferol), acidos fendlicos, metais, aldeidos, alcodis,
hidrocarbonetos, proteinas, enzimas, 6leos essenciais e carboidratos (Cabrera et al., 2006).
Vale ressaltar que dentre os inUmeros grupos conhecidos como flavonéides para o cha verde,
os flavondis e flavanois sdo destacados (Balentine et al., 1997), conforme Tabela 4 de
composi¢do do cha verde.

Os flavanéis, ou catequinas, correspondem a 75% do conteudo de flavonoides
encontrados no chéa verde. A classe das catequinas inclui a epicatequina (EC), epigalocatequina
(EGC), epicatequina galato (ECG) e epigalocatequina galato (EGCG). Estes compostos

conferem sabor a bebida e por esta razdo, no oriente, seu teor nas folhas é indicativo de

gualidade e valor agregado ao produto. Em relacdo ao cha preto, um grupo de destaque é o
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das teaflavinas, que sé@o responséaveis por grande parte do sabor da infusdo, contribuindo

também para a formacao da cor que varia de amarelada a marrom (Balentine et al., 1997).

Tabela 4 — Composicao polifendlica da Camellia sinensis.

L Chendma e, Te et
siirgr?silz (rijlga/g de 2002 extr;;rc])gag Amaya, 2006
folhas secas) (mg/g de 21,6% wiw) (mg/g de
folhas secas) folhas secas)
epigalocatequina 306,63+£12,73 23,40+0,05
galato
acido galico 148,7746,11
catequina 137,19+5,79 1,30+0,02
epigalocatequina 19,00+0,09
acido cafeico 2,30
acido 0,12
clorogénico
epicatequina 5,60+0,03
galato
epicatequina 4,40+0,03
cafeina 19,50+0,30
rutina 6,65
guercetina 2,50+0,10
kaempferol 0,97 1,10+0,10
miricetina 0,70+0,10
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Tabela 5 - Teaflavinas formadas a partir dos pares de catequinas (Balentine et al., 1997).

Catequinas Teaflavinas
epicatequina (EC) + epigalocatequina (EGC) teaflavina
epicatequina galato (ECG) + epigalocatequina (EGC) teaflavina-3-galato
epicatequina (EC) + epigalocatequina galato (EGCG) teaflavina-3’-galato
epicatequina galato (ECG) + epigalocatequina galato (EGCG) teaflavina-3-3’-digalato

1.2.8 - Os flavonéides dos sucos citricos

Com mais de um milh&o de hectares de plantas citricas em seu territério, o Brasil tornou-
se, na década de 80, o maior produtor mundial da laranja. A maior parte da producgéo brasileira
da fruta destina-se a industria do suco, fortemente concentrada no estado de Sao Paulo
(Benavente - Garcia et al., 1997).

As frutas citricas, como por exemplo a laranja e o limdo, possuem uma consideravel
guantidade de flavondides, responsaveis pelas suas atividades farmacolégicas (Ghafar et al.,
2009). Alguns flavondides sdo muito amargos enguanto outros ndo o séo, dependendo do tipo
de cadeia glicosidica que os mesmos apresentam. A naringina, por exemplo, confere sabor
amargo ao limdo, a laranja e a uva (Quinabra, 2004); a neohesperidina também ¢é muito
amarga, enquanto a hesperidina ndo possui sabor (Galarraga, 2008). A diosmina é outro tipo de
flavonoide que pode ser encontrado no lim&o e na laranja lima (Quinabra, 2004).

As laranjas e seus sucos sao boas fontes de flavonoides glicosilados e contém cerca de
40 mg desses em 100 g do alimento, mas perdas consideraveis ocorrem com a remogéo da
casca, antes do consumo ou ho processo industrial (Galarraga, 2008). A Tabela 6 apresenta a
concentracdo da hesperidina em alguns sucos de laranja industrializados no Brasil (Galarraga,
2008).
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Tabela 6 - Concentracdo de hesperidina nos sucos de laranja brasileiros (Galarraga, 2008).

Suco Hesperidina (mg/L)
suco de laranja espremido manualmente 104-537
suco de laranja concentrado e congelado 531-690*

*Apo6s diluicdo para 12° Brix.

Os flavondides das frutas citricas - hesperidina e naringina - sdo resistentes ao suco
gastrico do estdbmago, sendo absorvidos no trato gastrintestinal (Ameer et al., 1996; Hollman &
Katan, 1999). A andlise dos produtos de excrecao urinaria apés a ingestao de flavanonas
isoladas (naringina e hesperidina) de sucos de laranja, evidenciou a presenca de metabdlitos
destes compostos na urina, comprovando a sua absorcdo pelo organismo (Ameer et al., 1996).
Foi verificada ainda uma variacdo consideravel na taxa de absorcdo entre os individuos,
possivelmente devido as diferencas da acao da microbiota gastrintestinal na desglicosilacao das
flavanonas (Erlund et al., 2002).

Alguns estudos tém mostrado que as concentracfes plasmaticas maximas de
hesperetina e naringenina (agliconas) variam apds o consumo de sucos citricos (Erlund et al.,
2001, 2002; Manach et al., 2003). Ap6s a ingestdo de cerca de 500 mL de suco de laranja,
essas concentracdes variam entre 0,46 + 0,07 umol/L e 2,20 + 1,58 ymol/L para hesperetina e
de 0,06 + 0,02 ymol/L a 0,64 = 0,40 uymol/L para a naringenina (Manach et al., 2003; Erlund et
al., 2001). No entanto, ainda néo foi observado o acumulo de flavanonas no plasma (Erlund et
al., 2002). O tempo de meia-vida plasméatica destes compostos é de cerca de uma a duas horas
apoés a ingestdo e a excregdo urinaria € dose - depedente, isto é, proporcional a ingestédo de
flavanonas (Benavente - Garcia, 1997). A composi¢do polifendlica da laranja Péra, e do liméo

Tahiti, ambos da familia Rutaceae, pode ser conferida nas Tabelas 7 e 8.
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Tabela 7 — Composicao polifendlica da Citrus sinensis mg/100 mL.

Citrus sinensis Gattuso et  Mouly et Kawaii et  Pupin et Careri et al.,
al., 2007 al., 1996 al., 1999 al., 1998 1999
didimina 1,89+0,92
eriocitrina 0,31+0,18
hesperidina 28,60+11,90
narirutina 5,20+3,10
neoeriocitrina 0,59
poncirina 1,04+0,78
roifolina 0,05
isoroifolina 0,07
diosmina 0,09
neodiosmina 0,08
heptametoxiflavona 0,08+0,06 0,08+0,06
nobiletina 0,33+0,19 0,33%0,19
sinensetina 0,37 0,37
tangeretina 0,04+0,04 0,04+0,04
taxifolina 0,03
acacetina 0,03
naringina 2,13+3,01

Tabela 8 — Composicao polifendlica da Citrus aurantifolia mg/100 mL (Kawaii et al., 1999).

Citrus aurantifolia (mg/100 mL)

natsudaidaina
eriocitrina
hesperidina
tangeretina
neoeriocitrina
luteolina
diosmina
heptametoxiflavona
nobiletina

taxifolina

0,04
0,29
1,77
0,18
0,01
0,61
0,08
0,12
0,52
0,04
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1.3 - Biotransformacéo de polifendis

A biotransformacdo consite em uma alteracdo quimica ha molécula sob a acdo de
enzimas especificas ou inespecificas. Muitas vezes, os metabdlitos formados possuem
propriedades diferentes das propriedades do substrato que os originou; contudo, nem todas as
moléculas biotransformadas sdo inativadas - muitas vezes elas podem ter sua atividade
aumentada (Meyer, 1996; Rang et al., 2001).

Para que uma reacao de biotransformacado ocorra, sdo necessdrias enzimas, substratos
de atuacdo, meio reacional e condicBes que podem favorecer a velocidade da reacédo, como o
pH, a temperatura e a concentragdo enzimatica.

Devido a disponibilidade dos polifendis na natureza, eles sédo alvos de facil obtencao
para a realizacdo de biotransformacdes, uma vez que qualquer alteracdo, mesmo que minima,
na estrutura dos flavonéides pode levar ao aumento, diminuicao ou até mesmo na anulacdo dos
efeitos ja apresentados pelos mesmos. As reacdes de biotransformacdes tém sido uma
alternativa promissora para a busca de novas substancias potencialmente ativas, derivadas de
substancias conhecidas e ativas biologicamente.

Os estudos envolvendo as biotransformacbes de flavondides tém aumentado
consideravelmente nos ultimos anos. Dentre as reacdes mais estudadas, destacam-se as
reacOes de oxidagdo, reducdo, clivagens de anel, conjugacéo e a reacdo de desglicosilacao.
Estas reacdes incluem o uso de enzimas ou de microoganismos como biocatalisadores.

Os beneficios dos polifendis dos chas e das bebidas citricas ja estdo cientificamente
comprovados; entretanto, relatos de processos biotecnologicos de modificagdo enzimatica que
resultem na melhoria da funcionalidade e biodisponibilidade destes polifenéis sdo, até o
presente, escassos.

Um estudo duplo-cego, randomizado e controlado por placebo realizado em humanos
relatou uma melhoria significativa na biodisponibilidade do metabdlito ap6és a modificacdo
enzimatica da hesperidina do suco de laranja. O produto hesperetina-7-glicosideo gerado apés
a remocao do grupo ramnose deste polifenol pela enzima hesperidinase comercial gerou uma
concentracdo plasmatica da aglicona quatro vezes maior quando comparada a bebida nédo
modificada (Nielsen et al., 2006).

Outro trabalho relatou a bioconversao da naringina e da naringenina em seus analogos,

como alternativa sintética, utilizando cepas Mucorales M6 e M16. O estudo teve como objetivo
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elucidar a influéncia das modificacbes estruturais que ocorrem durante o metabolismo desses
compostos, visando o desenvolvimento de produtos nutricionais ou semi-sintese de substancias
analogas que apresentassem alta capacidade antioxidante e efeitos adversos minimos (Cunha
et al., 2007).

Modificagcbes de moléculas complexas por métodos quimicos podem ser dificeis,
entretanto a utilizacdo da biotransformacdo pode ser uma estratégia alternativa. Segundo
estudo, a naringina, flavonéide presente em frutas citricas, é utilizada tradicionalmente na
medicina chinesa como antiinflamatério e antioxidante; ja a sua aglicona, naringenina, além
dessas propriedades, tem demonstrado a capacidade de inibir a proliferacdo de células
cancerosas (Cunha et al., 2007).

Em outro trabalho, a enzima ramnosidase de Aspergillus aculeatus foi utilizada na
modificagdo do cha verde, do suco de laranja e do suco de groselha negra para a remogéo do
grupo ramnosil terminal dos flavondides rutinosideos encontrados nessas trés bebidas
(antocianinas de suco de groselha negra, flavonol de cha verde e flavanonas de suco de
laranja). Entretanto, embora os autores justifiquem as modificagbes visando a melhoria da
biodisponibilidade, nenhum ensaio in vivo foi realizado para comprovar tais efeitos (Gonzales-
Barrio et al., 2004).

Em trabalho recente, uma nova linhagem de Paecilomyces variotti produtora de tanase,
isolada e caracterizada no Laboratério de Bioquimica de Alimentos da UNICAMP, foi utilizada
na hidrolise da EGCG do cha verde, gerando os produtos EGC e &cido galico, os quais
apresentaram maior poder antioxidante in vitro se comparados ao substrato (Battestin et al.,
2008). Outro estudo da UNICAMP utilizou a mesma enzima em cha verde e em erva mate,
também apresentando bons resultados quanto ao aumento da atividade antioxidante poés
biotransformacédo (Macedo et al., 2011).

A associacao de diferentes enzimas tem se mostrado Util na modificacdo dos complexos
polifendis presentes em frutas, legumes e bebidas. As enzimas B-galactosidase e hesperidinase
foram eficientemente usadas, em associacdo, na hidrélise dos glicosideos de kaempferol-3-O-
[2-O-B-D-galactopiranosil-6-O-a-L-ramnopiranosil]-B-D-glicopiranosideo e kaempferol-3-O-[2-O-
B-D-xilopiranosil-6-O-a-L-ramnopiranosil]-B-D-glicopiranosideo presentes no cha verde, o que
gerou 95% da aglicona de kaempferol, que foi mais eficiente como antioxidante segundo o teste
DPPH, além de apresentar efeito inibitorio da xantina oxidase (Park et al., 2006a). O kaempferol

também se mostrou uatil na inibicdo da enzima 5-a-redutase, enzima responsavel pela
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conversdo da testosterona em diidrotestosterona, composto responsavel por alguns efeitos
adversos, como alopecia, acne e cancer de préstata (Park et al., 2006b).

Em outro estudo, pesquisadores utilizaram a glicoamilase e a a-L-ramnosidase em uma
solugéo contendo a-glicosil hesperidina e hesperidina, a fim de obter a-monoglicosil hesperidina
(Miyake et al., 2000).

Estudo utilizando saponinas obteve estes mesmos compostos, porém com menor peso
molecular, apoés hidrélise enzimética das moléculas maiores presentes em ginseng, utilizando B-
galactosidase de Aspergillus oryzae, lactase e hesperidinase de Penicillium sp, e naringinase de
Penicillium decumbens. A principal saponina gerada apds a acdo da naringinase (20-O-3-D-
glicopiranosil-20-(S)-protopanaxatriol) € 0 mesmo metabdlito oriundo da microbiota intestinal
humana (Ko et al., 2003).

1.3.1 - Enzimas para hidrélise dos flavonoides glicosilados

1.3.1.1 - Ramnosidase

As ramnosidases, enzimas glicosidicas, podem ser produzidas por fungos (Manzanares
et al., 2000; Gallego et al., 2001) mais comumente pelo Penicillium sp., Penicillium decubens e
pelo Aspergillus niger ou por bactérias Bacillus sp. GL1 (Hashimoto et al., 1999).

A hesperidinase (1,6-a-L-ramnosidase, E.C. 3.2.1.40), um tipo de ramnosidase, € a
enzima que atua sobre a molécula da hesperidina (Monti et al., 2004), podendo apresentar
também acado B-D-glicosidase (Figura 5). A hesperidina possui a ramnose que seria o fator
limitante para uma maior biodisponibilidade desse flavonéide. A remocdo da ramnose pela
hesperidinase provoca a formacdo da molécula hesperetina-7-glicosideo a partir da molécula
hesperetina-7-O-rutinosideo, o que proporciona melhoras na biodisponibilidade da molécula
(Nilsen et al., 2006).
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Figura 5 - Etapas da hidrélise da hesperidina pela hesperidinase.

A naringinase (1,6-a-L-ramnosidase, E.C. 3.2.1.40) é um complexo enzimatico com
atividade a-L-ramnosidase e B-D-glicosidase. Apresenta potencial de aplicacdo na producéo de
ramnose, que pode ser utilizada como componente de farmacos, de prunina que tem acao
antiinflamatéria e pode ser utilizada também como adocante para diabéticos. Os produtos da
acao da naringinase podem, ainda, ser utilizados no realce do aroma de vinhos e na industria
de sucos citricos por degradar a naringina, formando compostos menos amargos (Soria et al.,
2004; Signoretti & Macedo, 2010). Essa enzima catalisa a conversdo da naringina em
naringenina em um processo de duas etapas (Figura 6). O substrato naringina (4°-5,7"-
trihidroxiflavonona-7-ramnoglicosideo) é hidrolisado pela porgédo a-L-ramnosidase para produzir
ramnose e prunina (4°-5,7-trihidroxiflavonona-7-glicosideo), que € entdo convertida pela por¢cao

B-D-glicosidase em glicose e naringenina (4" -5,7 -trihidroxiflavonona) (Norouzian et al., 2000).
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Figura 6 - Etapas da hidrélise da naringina pelo complexo naringinase (Norouzian et al., 2000).

1.3.1.2 - Glicosidase

A glicosidase (1,4-p-D-glicosidase, E.C. 3.2.1.21) pode ser produzida por fungos
(Aspergillus  niger), leveduras (Saccharomyces cerevisiae) ou bactérias (Bacillus
stearothermophilus), além de ser encontrada em animais. Essa enzima € capaz de hidrolisar os
flavondides glicosideos produzindo as formas agliconas, compostos com maior agéo
antioxidante (de Aguiar, 2010; Carrao-Panizzi & Bordingnon, 2000).

Pela importancia dessa enzima, conduziu-se um estudo para determinar a atividade da
glicosidase em cultivares de soja (Glycine max (L.) Merrill) com teores diferenciados de
isoflavondides glicosideos (substratos da enzima). Entre as cultivares, ndo houve correlagao
significativa entre o teor de isoflavondides glicosideos e a atividade da enzima. Hoje é
conhecido que os isoflavondides estdo relacionados com a adstringéncia observada no sabor

by

da soja (Carrdo-Panizzi & Bordingnon, 2000). Devido a importancia desta enzima para a
indastria alimenticia, verificou-se que o Penicillium purpurogenum foi capaz de produzir
glicosidase intracelular, com atividade méaxima sobre a sacarose. Verificou-se também que a
producdo maxima da enzima ocorria apés 96 horas de cultivo a 30°C (Dhake & Patil, 2005).
Neste trabalho a glicosidase podera atuar em diversos substratos como na hesperidina e
na naringina dos sucos ou na rutina dos chéas, apés a clivagem da fragdo ramnose dessas

moléculas pelas enzimas ramnosidases (hesperidinase ou naringinase) (Figura 7).
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Figura 7 — Hidrélise dos flavondides glicosilados pela enzima glicosidase.

1.3.1.3 - B-galactosidase

As enzimas B-galactosidases (1 — 4, E.C. 3.2.1.23), popularmente conhecidas como
lactases, s&o as responsaveis por clivar o residuo terminal 3-galactopiranosil da lactose (Gal 1
— 4 Glc) liberando os monossacarideos glicose e galactose (acUcares redutores). Elas podem
ser encontradas na natureza distribuidas entre os vegetais (principalmente em améndoas,
péssego, damasco e magd), em Orgdos animais como intestino, cérebro, testiculos, placenta e
também sdo produzidas por grande quantidade de microrganismos, tais como fungos
(Aspergillus oryzae; Aspergillus niger), bactérias (Escherichia coli) e leveduras (Kluyveromyces
lactis; Kluyveromyces marxianus), podendo ainda ser encontradas em ambientes aquaticos
(Santiago et al., 2004; Colombo, 2006). As leveduras e os fungos séo as fontes preferidas desta
enzima para aplicagdes comerciais (Santiago et al., 2004).

A importancia industrial da (-galactosidase estd na sua aplicacdo na industria de
laticinios. Esta enzima hidrolisa a lactose, carboidrato caracteristico do leite em seus
monossacarideos, obtendo assim, alimentos com baixos teores de lactose, melhorando a

solubilidade e a digestibilidade do leite e dos derivados lacteos, ideais para os consumidores
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intolerantes a lactose. A intolerancia a lactose é definida como uma sindrome clinica de
desconforto intestinal e ocorre devido aos baixos niveis (ou auséncia) da atividade da enzima (3-
galactosidase no aparelho digestivo, conseqtiéncia de uma deficiéncia congénita desta enzima
ou de uma diminuicdo gradativa de sua atividade com o avanco da idade, causando sintomas
como diarréia acida e gasosa, fortes dores abdominais e inchacgos. Além dessa vantagem, a
hidrélise da lactose previne a sua cristalizacdo em produtos lacteos e melhora as caracteristicas
organolépticas destes alimentos como a cor e o sabor. A quebra deste agucar também favorece
a cremosidade das misturas para sorvete e diminui o tempo de maturacdo dos queijos
(Santiago et al., 2004).

A B-galactosidase pode ser uma enzima util na biotransformacdo dos flavondides
glicosideos de chas em flavondides aglicona (Figura 8). Park et al. (2006a) demonstraram que
as enzimas B-galactosidase e hesperidinase foram eficientemente usadas em associagdo na
hidrélise dos glicosideos de kaempferol-3-O-[2-O-B-D-galactopiranosil-6-O-a-L-ramnopiranosil] -
B-D-glicopiranosideo e  kaempferol-3-O-[2-O-B-D-xilopiranosil-6-O-a-L-ramnopiranosil]-3-D-
glicopiranosideo presentes no cha verde, o que gerou 95% da aglicona de kaempferol que foi

mais eficiente como antioxidante segundo o teste DPPH.

OH

HO B-galactosidase

OH
kaempferol glicosilado kaempferol galactose

Figura 8 - Etapa da hidrélise da molécula de kaempferol-3-O-robinosideo-7-O-ramnosideo em
kaempferol aglicona.

1.3.1.4 - Atuacao enzimatica nos polifendis das matrizes alimentares estudadas

Considerando os flavondides existentes nas matrizes alimentares estudadas (chas mate,

verde e sucos de laranja e limao) a Tabela 9 ilustra as possiveis biotransformacoes.
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Tabela 9 — Proposta de atuacdo enzimatica sobre os possiveis polifendis encontrados nas

matrizes alimentares estudadas.

Substrato

Enzima

Produto

hesperidina (hesperetina—7—

rutinosideo)

OH o
=0 o
Ha 0O, e OH

OH OH | OH

OH ©

hesperidinase de Penicillium
sp acao a-L-ramnosidase

(retirada da ramnose)

hesperetina-7-glicosideo

o.
o oY
o
O 9 OH
©OH
OH
o CH ©

C hesperetina-7-glicosideo

N
- Al
g Lol
o™ oH
OH

oH O

hesperidinase de Penicillium
sp ou glicosidase de
Aspergillus niger
acao B-D-glicosidase

(retirada da glicose)

hesperetina (aglicona)

naringina (naringenina-7-

ramnoglicosideo)

OH

OH O

naringinase de Penicillium
decubens acao a-L-
ramnosidase (retirada da

ramnose)

naringenina-7-glicosideo

OH
OH
HO 0. O
)

OH O

o O
- \EZHJ

OH O

naringinase de Penicillium
decubens ou glicosidase de
Aspergillus niger
acao B-D-glicosidase

(retirada da glicose)

naringenina (aglicona)

HO\E;/\ZJ

OH O
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rutina (quercetina-3-

rutinosideo)

5

hesperidinase de Penicillium
sp acdo a-L-ramnosidase
(retirada da ramnose)

guercetina—3-glicosideo

HO:

C quercetina — 3- glicosideo

o

hesperidinase de Penicillium
sp acao 3-D-glicosidase

(retirada da glicose)

guercetina (aglicona)

O

kaempferol-3-O-[2-O-B-D-

galactopiranosil-6-O-a-L-

ramnopiranosil]-B-D-

glicopiranosideo

Ok
HO
=]
=

=]
I

O
c',--.?;f A
[} .,,,o.,' L=
L

o |HO
(2 =] oM =T
OH

B-galactosidade de
Aspergillus oryzae
acao B-galactosidase
(retirada da galactose)

kaempferol glicosilado

complexo

o Ok

O SHon
oM

L
HO oy

C kaempferol glicosilado
complexo

HO L]

o
° o

o"szcu
D7 |omon
™
"o

hesperidinase de Penicillium
sp agao a-L-ramnosidase

(retirada da ramnose)

kaempferol glicosilado

o
¢ o

HO Z;-“”

O OH
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kaempferol glicosilado hesperidinase de Penicillium kaempferol (aglicona)
o™ sp acao [3-D-glicosidase OH
HO Dj/@ . i HO.
‘I[:T L (retirada da glicose)
e
du O}au OH O

1.4 - Avaliacg&o in vitro da capacidade antioxidante

Em condi¢Bes normais o corpo humano produz continuamente radicais livres que sdo
contrabalanceados por mecanismos de defesa antioxidantes. Assim, em condicdes fisioldgicas,
o balanco entre agentes pro-oxidantes e as defesas antioxidantes se mantém equilibrado. Caso
a produgédo de radicais livres supere a capacidade antioxidante em um sistema vivo, as
espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio podem reagir com os lipidios, as proteinas e com
o DNA, conduzindo a dano estrutural e/ou funcional nas células, enzimas e material genético
(Barreiros et al., 2006). Desta maneira, varias patologias incluindo o céancer, doencas
cardiovasculares, doenca de Alzheimer e de Parkinson, doencas inflamatérias e imunolégicas
apresentam em sua etiologia, pelo menos em parte, os efeitos danosos da producéo de radicais
livres em conseqiiéncia do estresse oxidativo (Tomei & Salvador, 2007).

O interesse por produtos naturais que poderiam favorecer a atividade antioxidante se
expandiu em meados dos anos 90. Da mesma forma, tornou-se crescente também a busca e a
validacdo de metodologias para a avaliacdo da atividade antioxidante em matrizes complexas
como alimentos, produtos naturais e fluidos biol6gicos (Sanchez-Moreno, 2002; Roginski &
Lissi, 2005).

Os ensaios antioxidantes hoje disponiveis podem ser classificados em duas categorias:
ensaios baseados em estudos de cinética quimica, denominados métodos diretos e ensaios
mediados pela transferéncia de elétrons, denominados de métodos indiretos (Huang et al.,
2005).

Os métodos diretos baseiam-se na presenca de uma competicdo entre uma substancia
oxidavel e o antioxidante pelos radicais gerados por uma fonte de radicais livres (Roginski &
Lissi, 2005). Dentre os ensaios que se baseiam nesse método estdo o ORAC, o B-caroteno e a

Quimioluminescéncia do luminol.
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Nos ensaios indiretos o processo é caracterizado por uma reacao de oxi-reducdo entre o
oxidante (geralmente para monitorar a reagao) e o antioxidante. Estes ensaios estdo baseados

na seguinte reacao de transferéncia de elétrons:

oxidante + & do antioxidante — oxidante reduzido + antioxidante oxidado.

A substancia reduzida pelo antioxidante sofre mudangas colorimétricas. A intensidade da
mudanca de cor € proporcional a atividade deste antioxidante ou a concentracdo do mesmo
(Benzie & Strain, 1999). Dentre os ensaios que se baseiam nesse método estdo o Folin-
Ciocalteau, o DPPH, o TEAC e o FRAP.

O presente trabalho utilizou tanto metodologias diretas como metodologias indiretas para

a avaliagdo da capacidade antioxidante das amostras estudadas.

32



2 - OBJETIVO

2.1 - Objetivo Geral

Estabelecer processos enzimaticos para a biotransformacdo dos polifendis presentes
nas bebidas brasileiras (chds mate, verde e sucos de laranja e lim&o) visando a melhoria de

suas atividades antioxidantes in vitro.

2.2 - Objetivos especificos

-Determinar a atividade de hidrélise de diferentes enzimas comerciais (hesperidinase,
naringinase, glicosidase e [-galactosidase) capazes de atuar nos substratos rutina ou
kaempferol-3-O-robinosideo-7-O-ramnosideo (padrdes), através da quantificacdo de acuUcares
redutores liberados nas condi¢Ges de reacao;

-Estabelecer as melhores condi¢Bes de reacdo (temperatura e pH 6timos) para cada enzima a
ser utilizada nas reacdes de biotransformacéao;

-Estudar e desenvolver reacdes de biotransformacédo dos polifenéis dos chas (mate e verde)
fazendo uso das enzimas hesperidinase e [(-galactosidase, e dos sucos (laranja e liméo)
utilizando as enzimas hesperidinase, naringinase e glicosidase comerciais, isoladas ou em

associacao;

-Avaliar a capacidade antioxidante das bebidas apds a biotransformagéao utilizando os métodos

FRAP, DPPH, B-caroteno e ORAC, comparada as bebidas nao biotransformadas;
-Caracterizar quimicamente as amostras apds a biotransformacédo, fazendo uso da

espectrometria de massas ESI-MS (modo negativo), comparada as amostras né&o

biotransformadas.

33



3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Substratos e formas de preparo

As ervas para o preparo dos chas mate (llex paraguariensis) e verde (Camellia sinensis)
foram obtidas no comércio local, na cidade de Braganca Paulista, do fornecedor Le&o Junior
S.A.

Os sucos das frutas foram preparados a partir da laranja Péra (Citrus sinensis) e do
limdo Tahiti (Citrus aurantifolia), adquiridos também no municipio de Braganca Paulista, no
inicio do més de abril do ano de 2010.

Os substratos para a biotransformacéo foram preparados da seguinte forma:

-Os chés foram obtidos por infusédo de 40 g de erva em 800 mL de agua destilada em ebulicdo,
durante 10 minutos, seguido de filtragdo com o auxilio de um funil de vidro e papel de filtro.

-Os sucos foram obtidos por meio da trituragcdo da fruta inteira (sem a casca) em liquidificador e
foram utilizados sem qualquer diluig&o e filtragdo.

Os substratos foram preparados, de uma s6 vez, em quantidades suficientes para todos
os testes realizados. Para garantir a integridade dos substratos até a realizagdo de todos os
testes propostos, apos a biotransformacéo, eles foram liofilizados e armazenadas em freezer
(-14°C a -18°C).

3.2 - Enzimas

As enzimas hesperidinase de Penicilium sp, naringinase de Penicillium decubens,
glicosidase de Aspergillus niger e B-galactosidade de Aspergillus oryzae foram obtidas,

liofilizadas, da empresa Sigma-Aldrich (USA).

3.3 - Reagentes

AAPH (2,2-azobis amidinopropano); acetato de sodio; acetona; &cido acético glacial; acido
cloridrico concentrado; &cido linoléico; alcool metilico; B-caroteno; carbonato de sdédio; cloreto
de aluminio; cloreto férrico; cloroférmio; DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila); fluoresceina; Folin®

(molibdato, tungstato e acido fosférico); G-hesperidina padrédo; hesperidina padréo; hidréxido de
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amonio; hidréxido de sodio concentrado; kaempferol-3-O-robinosideo-7-O-ramnosideo padréo;
nitrito de sédio; quercetina padréo; rutina padrdo; SN1 (sulfato de cobre cristalino em agua);
SN2 (tartarato de sodio e potassio e hidréxido de sddio); sulfato ferroso; tampao acetato 0,05 M
pH 5,0; tampéo fosfato pH 7,2; tartarato de sodio; TPTZ (2,3,5-cloreto trifeniltetrazolium);
Trolox® (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-acido carboxilico) e tween 40.

3.4 - Equipamentos

-Espectrometro: espectrdmetro de massas, Micromass Q-TOF, modo negativo (analisadores:
TOF - tempo de v6o combinado a quadrupolo).

-Espectrofotdmetros: leitor de microplaca de fluorescéncia Biotek Synerg-2; espectrofotbmetro
leitor de microplacas TP-Reader; espectrofotbmetro UV/Vis Jenway 6105.

Agitador de tubos Phoenix AP 56; balanca analitica Scientech AS 210; banho-maria Fanem
146; capela Permution 220 v; centrifuga Hermle Z323K; incubadora refrigerada com agitacao
Tecnal TE-421; liofilizador Heto Drywinner; liquidificador Waring; manta aquecedora magnética
Fisatom 752; pHmetro Digimed DM-20.

3.5 - Determinacdo da atividade enzimatica na hidrdlise de flavonodides

glicosilados

A atividade de cada enzima (hesperidinase, naringinase, glicosidase e p-galactosidase)
na hidrolise dos flavonodides foi determinada utilizando dois tipos de flavonodides glicosilados
(padrées Sigma Aldrich) como substratos: a rutina e o kaempferol-3-O-robinosideo-7-O-
ramnosideo, a 10 mg/mL em tampdo acetato 0,05 M pH 5,0. As enzimas hesperidinase,
naringinase e glicosidase atuaram sob o flavondide rutina, enquanto, a B-galactosidase atuou
sobre o kaempferol glicosilado.

A atividade enzimética foi determinada através da quantificacdo do acucar redutor
formado na reacdo segundo o método de coloragdo de Somogyi-Nelson (Somogyi, 1945) com
modificagdes.

Para a reacdo enzimatica foram pipetados 4,0 mL dos substratos, adicionados 1,0 mL da
solucdo enzimética (0,02 ou 0,07 mg/mL em solugdo aquosa com diferentes valores de pH,

conforme recomendacdes do fabricante) e incubados por 20 minutos em diferentes valores de
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temperatura, conforme Tabela 10. Em seguida, o material foi colocado em banho de gelo e
seguiu para a reagao de coloracéo.

Tabela 10 — Condi¢Oes de reacdo para a determinacado da atividade enziméatica de hidrélise dos

flavondides glicosilados pelas enzimas hesperidinase, naringinase, glicosidase e -

galactosidase.
Substratos Enzimas? pH Temperatura
(padrdes) (mg/mL) (°C)
rutina H (0,02) 3,8 40
rutina N (0,02) 4,0 40
rutina Gli (0,02) 4,0 37
kaempferol” Ga (0,07) 4,5 30

®H-hesperidinase, N-naringinase, Gli-glicosidase, Ga-B-galactosidase.
®kaempferol-3-O-robinosideo-7-O-ramnosideo.

pH e temperatura adotados conforme recomendacé&o do fabricante.

Os acucares redutores foram quantificados utilizando 0,5 mL da solugdo de reagéo,
descrita acima, adicionados de 1,0 mL do reagente SN 1 (sulfato de cobre cristalino em agua).
Os tubos foram agitados e colocados em banho-maria por 6 minutos a 100°C, em seguida
foram transportados para o banho de gelo. Ao atingir a temperatura ambiente, foram
adicionados mais 1,0 mL do reagente SN 2 (tartarato de sédio e potassio e hidroxido de sddio)
e o0s tubos foram posteriormente deixados em repouso, durante 5 minutos. A esses tubos foram
adicionados 10 mL de agua destilada e foram agitados por inversdo. A absorbancia foi lida a
540 nm contra o branco (mesmo procedimento, porém, ao invés da amostra foram adicionados
0,5 mL de agua destilada) (Somogyi, 1945). A curva padrdo utilizada foi a de glicose nas
seguintes concentragdes: 0,025; 0,05; 0,10; 0,15; 0,25; 0,30 e 0,40 mg/mL.

3.6 - Determinacdo das condi¢cdes 6timas para a atuagcdo enzimatica

Com o objetivo de confirmar os dados fornecidos pelo fabricante, diferentes ensaios para
a determinacdo das condicGes Otimas de temperatura e pH para a atuacédo de cada enzima

foram realizados.
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Para a determinacdo da temperatura 6tima, 4,0 mL da solu¢do dos substratos (rutina ou
kaempferol-3-O-robinosideo-7-O-ramnosideo a 10 mg/mL em tampd&o acetato 0,05 M pH 5,0)
foram adicionados aos tubos previamente identificados. Os tubos foram pré-incubados
(temperaturas descritas na Tabela 11) e adicionados de 1,0 mL de solugdo enzimatica (em
solugdo aquosa com valores de pH conforme Tabela 11). Os tubos foram novamente
incubados, durante 20 minutos, nas mesmas temperaturas da pré-incubacdo e em seguida
foram colocados em banho de gelo. Posteriormente, seguiram para a reagado de coloragéo por
Somogyi-Nelson (item 3.5) para a determinacéo da atividade enzimatica (Whitaker, 1994, com

modificacdes).

Tabela 11 — Condic¢des de reacdo para determinagdo da temperatura 6tima.

Substratos Enzimas® pH T (°C)
(padrdes) (mg/mL)
rutina H (0,02) 3,8 20/30/40/50
rutina N (0,02) 4,0 20/30/40/50
rutina Gli (0,02) 4,0 20/30/35/40
kaempferol® Ga (0,07) 4,5 10/20/30/40

®H-hesperidinase, N-naringinase, Gli-glicosidase, Ga-B-galactosidase.
Pkaempferol-3-O-robinosideo-7-O-ramnosideo.

pH adotado conforme orietacdo do fabricante.

Para a determinacao do pH 6timo, 4,0 mL da solucdo dos substratos rutina ou
kaempferol-3-O-robinosideo-7-O-ramnosideo (10 mg/mL em tampao acetato 0,05 M pH 5,0)
foram adicionados aos tubos previamente identificados. Os tubos foram pré-incubados
(temperaturas conforme Tabela 12) e em seguida, foram adicionados de 1,0 mL de solucdo
enzimatica (em diferentes valores de pH, conforme Tabela 12). Os tubos foram novamente
incubados (mesmos valores de temperatura da pré-incubacdo) durante 20 minutos e em
seguida foram colocados em banho de gelo. Posteriormente, seguiram para a reacdo de
coloragdo por Somogyi-Nelson (item 3.5) para a determinacdo da atividade enzimatica

(Whitaker, 1994, com modificacdes).
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Tabela 12 — Condi¢des de reacdo para determinacdo do pH 6timo.

Substratos Enzimas? pH T (°C)
(padrdes) (mg/mL)
rutina H (0,02) 2,0/3,0/3,8/4,0/5,0 40
rutina N (0,02) 2,0/3,0/3,8/4,0/5,0 40
rutina Gli (0,02) 2,0/3,0/3,8/4,0/5,0 37
kaempferol® Ga (0,07) 3,0/4,0/4,5/5,0/6,0 30

®H-hesperidinase, N-naringinase, Gli-glicosidase, Ga-B-galactosidase.
®kaempferol-3-O-robinosideo-7-O-ramnosideo.
temperatura adotada conforme orientacao do fabricante.

3.7 - Reacao de biotransformacéao utilizando as matrizes alimentares

Aos substratos chd mate, cha verde e sucos de laranja e limdo foram adicionadas as
enzimas que poderiam atuar sobre os flavonéides encontrados em cada uma dessas amostras,
conforme composicdo descrita na literatura. Aos chas foram adicionadas as enzimas
hesperidinase, -galactosidase e a combinacdo entre elas. Aos sucos foram adicionadas as
enzimas hesperidinase, naringinase, glicosidase e as combinacdes entre elas.

As reagOes de biotransformacdo foram realizadas em incubadora com controle de
temperatura e agitacdo de 130 rpm, durante 4 horas, utilizando 100 mL de chas ou sucos e 1
mL das solucdes enzimaticas preparadas em tampédo acetato 0,1 M, segundo as condi¢des
descritas na Tabela 13.

Posteriormente, as amostras foram submetidas a liofilizagdo e armazenadas em
recipientes separados e identificados em freezer (-14°C a -18°C) para garantir a integridade até

a realizacao de todos os testes.
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Tabela 13 — Diferentes condicdes de reacdo (concentracdo de enzima, pH e temperatura)
adotadas para as reacgdes de biotransformacéao.

Substratos Concentracdes enziméticas pH T (°C)
(mg/mL)?
H 0,02 3,8 40,0
cha mate Ga 0,07 45 30,0
H 0,02+ Ga 0,07 4,1 35,0
H 0,02 3,8 40,0
cha verde Ga 0,07 4,5 30,0
H 0,02+ Ga 0,07 4,1 35,0
H 0,02 3,8 40,0
suco de laranja N 002 40 40.0
Gli 0,02 4,0 37,0
H 0,02 + N 0,02 + Gli 0,02 3,9 37,5
H 0,02 3,8 40,0
suco de liméo N 0,02 4.0 40,0
H 0,02 + N 0,02 + Gli 0,02 3,9 37,5

®H-hesperidinase, N-naringinase, Gli-glicosidase e Ga-B-galactosidase.

3.8 - Extracao dos flavonoides totais

A massa do liofilizado correspodente a 10 mL para cada amostra (chas e sucos, item
3.1) foi pesada e utilizada para a extracdo dos flavondides antes da realizacdo dos testes de
capacidade antioxidante.

As amostras foram adicionados 40 mL de &lcool metilico 50%. Este material foi
homogeneizado e deixado em repouso por 60 minutos, a temperatura ambiente. Apos o
repouso, o material foi centrifugado a 13.000 rpm, 22°C por 15 minutos e o sobrenadante foi
transferido para um baldo volumétrico de 100 mL. Ao residuo da primeira extracdo foram
adicionados 40 mL de acetona 70%, sendo homogeneizados e deixados em repouso por mais
60 minutos, a temperatura ambiente. Novamente o material passou pela centrifugacéo e o

sobrenadante foi transferido para o mesmo balédo volumétrico de 100 mL.
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O baldo que continha os extratos teve o seu volume completado para 100 mL com agua
destilada (Rufino et al., 2006) e o extrato foi utilizado para os testes de capacidade atioxidante
FRAP, DPPH e [3-caroteno.

3.9 - Avaliacao da capacidade antioxidante

3.9.1 - Método de determinacédo das substancias reativas ao acido tiobarbitarico
(TBARS)

Para ser realizado o teste TBARS, que tem por objetivo quantificar os produtos
secundarios da lipoperoxidagéo (LPO), em especial o malondialdeido, um dos tipos de aldeido
gue reage com o acido tiobarbitdrico (TBA), utilizou-se como fonte de lipidios a gema de ovo.

Para cada teste, a 1,0 g de gema de ovo foi adicionado 1,0 mL da amostra a ser testada
(cha mate, cha verde, suco de laranja ou suco de liméo, item 3.1) e 0,5 mL de H,0,, a fim de
induzir dano oxidativo. O material foi homogeineizado com 5,0 mL de tampao fosfato de sédio
0,1 M pH 7,4 em vortex e ultra-som. Em seguida, 250 yL do homogenato de cada amostra
foram adicionados a outros tubos previamente identificados. A esses tudos foram
acrescentados 25 pL de BHT 4% metandlico, sendo homogeneizados novamente em vortex.
Posteriormente foram adicionados 1,0 mL de &cido acético 12%, 1,0 mL de &cido tiobarbitarico
0,73% e 750 uL de tampéao Tris-HCI 0,1 mol/L pH 7,4, sendo armazenados em banho-maria
durante 60 minutos a 100°C. O material retirado do banho-maria foi colocado em banho de
gelo, e em seguida foram adicionados 1,5 mL de N-butanol; o material foi novamente
homogeneizado em vortex e centrifugado por 10 minutos a 5.000 rpm. A leitura da fase
organica foi realizada em espectrofotbmetro a 532 nm. A amostra controle (gema de ovo e
peroxido de hidrogénio) seguiu 0 mesmo procedimento.

A curva padrdo utilizada foi a de tetraetoxipropano (TEP) nas concentracbes de O a
0,007 mg de TEP (Ohkawa, 1979; Silva, 2007) e o experimento foi realizado em ftriplicata.
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3.9.2 - Método do poder antioxidante de reducao do ferro — “Ferric Reducing
Ability of Plasma” (FRAP)

Segundo o procedimento descrito por Rufino et al. (2006) o método FRAP baseia-se na
reducdo, a baixo valor de pH, de Fe*’-tripiridiltriazina ao complexo Fe*tripiridiltriazina de
coloracdo azul, na presenca do reagente 2,3,5-cloreto trifeniltetrazolium (TPTZ), por redutores
no caso os antioxidantes das amostras. A mudanca de cor € monitorada pela leitura da
absorbéncia a 595 nm.

A partir do extrato obtido (item 3.8) foram preparadas, em tubos de ensaio, trés diluicbes
diferentes (5:5, 1:9 e 9:1 mL de extrato/mL de agua destilada). Em ambiente escuro, foram
adicionados 90 pL de cada diluicdo a outro tubo de ensaio contendo 270 UL de agua destilada.
A essa mistura, foram acresentados 2,7 mL do reagente FRAP [tampdo acetato 0,3 M pH 3,6;
TPTZ (2,3,5-cloreto trifeniltetrazolium) 10 mM e solucdo aquosa de cloreto férrico 20 mM]. Em
seguida, os tubos foram homogeneizados e mantidos em banho-maria a 37°C durante 30
minutos e a leitura foi realizada em espectrofotdmetro UV/Vis a 595 nm. O reagente FRAP foi
utilizado como branco para a calibracdo do equipamento.

Os valores foram obtidos comparando as leituras encontradas com a curva padrdo de
sulfato ferroso (0-2000 uM). O valor final foi expresso em uM sulfato ferroso/g de amostra e o

experimento foi realizado em triplicata.

3.9.3 - Método de sequestro de radicais 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH)

Segundo Faria et al. (2005), o método DPPH é baseado no descoramento de uma
solucdo composta por radicais estaveis de coloracao violeta, que quando reduzido passa a ter
coloracdo amarelada. Quando ocorre a adicdo de uma substancia antioxidante ao meio, capaz
de ceder elétron neutralizando esse radical livre, ocorre o decréscimo da absorbancia a 517 nm.

As determinagBes foram realizadas adicionando-se em cada eppendorf 250 pL da
solugéo metandlica de DPPH (20 mg/mL) e 40 yL de metanol (controle), ou 0 mesmo volume do
extrato a ser analisado (item 3.8). Todas as leituras foram realizadas em espectrofotémetro de
microplaca, em trés diluicdes diferentes (5:5, 1:9 e 9:1 mL de extrato/mL de agua destilada), no

comprimento de onda de 517 nm, ap6s 25 minutos de incubacgéo a 25°C.
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A curva padrao realizada continha DPPH nas concentragdes de 10 a 60 yM e o alcool
metilico foi utilizado como branco para calibrar o espectrofotdmetro.

O decaimento da absorbancia das amostras (Aam) correlacionado ao decaimento da
absorbancia do controle (Ac), resultou na porcentagem de seqiestro de radicais livres (% SRL),
que foi expressa através da equacao:

% SRL = (Ac — Aam) x 100
Ac

O experimento foi realizado em triplicata.

3.9.4 - Método de oxidagao do B—caroteno/acido linoléico

De acordo com Duarte-Almeida et al. (2006), o método do B-caroteno/acido linoléico foi
desenvolvido baseado na descoloragao do B-caroteno (solucao de cor amarela), através da sua
oxidacdo, induzida pelos produtos da degradacao oxidativa do &cido linoléico quando em
contato com agentes oxidantes. A determinagdo deve ser efetuada a 470 nm, na presenca e na
auséncia de um antioxidante. A atividade antioxidante é avaliada pela capacidade dos
antioxidantes das amostras em diminuir a velocidade de oxidacdo que leva ao desaparecimento
da coloragéo produzida pelo B-caroteno do sistema.

Para o preparo da mistura reativa, foram adicionados a um erlenmeyer, 20 uL de acido
linoléico; 200 mg de tween 40; 25 pL de solugéo de B-caroteno a 2,0 mg/mL em cloroférmio e
500 uL de cloroférmio. Posteriormente, a mistura foi submetida a completa evaporacédo do
cloroférmio sob nitrogénio. A esta mistura isenta de cloroférmio, foram adicionados 25 mL de
agua previamente saturada com oxigénio. Em cada cavidade foram adicionados 250 uL da
mistura reativa e 10 yL do extrato (item 3.8) ou de metanol, no caso da amostra controle. A
placa foi incubada a 45°C (aproximadamente 2 minutos) para acelerar as reacdes de oxidacao
e iniciar o descoramento do 3-caroteno. As leituras foram realizadas para a absorbancia inicial e
para a absorbancia final (apés duas horas) em espectrofotdbmetro de microplaca com
comprimento de onda de 470 nm. A queda da absorbancia das amostras (Aam) foi
correlacionada com a queda da absorbancia do controle (Ac), obtendo-se a porcentagem da

inibicdo da oxidacao (% |) através da equacao:
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Ac = Abs inicial — Abs final

Aam = Abs inicial — Abs final

% | = Ac — Aam x 100
Ac

O experimento foi realizado em triplicata.

3.9.5 - Método da capacidade de absorcéo de radicais oxigénio — “Oxygen Radical
Absorbance Capacity” (ORAC)

Segundo Ginny Bank & Alex Schauss (2004), o ORAC, ensaio simples e sensivel,
refere-se a analise da capacidade do antioxidante em proteger um substrato, no caso, a
fluoresceina do ataque de radicais peroxil que sdo gerados por uma fonte radicalar 2,2-azobis
amidinopropano (AAPH), a 37°C.

A capacidade antioxidante dos extratos liofilizados foi avaliada utilizando-se o0 ensaio
ORACE, com fluoresceina como fluorescente e AAPH (2,2-azobis amidinopropano) como fonte
de radical livre. Os experimentos foram realizados em placas de microtitulacdo de 96 pocos de
acordo com metodologia descrita por Prior et al. (2003) e Ou et al. (2001) com modificacdes
(Salvador et al., 2006).

Para tanto foram preparadas solu¢cBes estoques dos extratos (50 mg/mL) em tampdao
fosfato 75 mM (pH 7,2)/DMSO (99:1) e diluidas 100, 500, 1.000, 5.000 e 10.000 vezes com 0
tamp&o fosfato. O Trolox®, substancia de referéncia, (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-
acido carboxilico - analogo da vitamina E) foi analisado nas concentrac¢des de 3,125; 6,25; 12,5;
25 e 50 uM, empregando-se 0 mesmo sistema diluente. A leitura foi realizada utilizando-se filtro
fluorescente (excitagdo A=485 nm e emissdo A=528 nm) em leitor de microplaca Biotek Synerg-
2 monitorando a cinética de reacdo a cada 2 minutos por um periodo de 70 minutos
(temperatura = 37°C). Os resultados foram expressos como pmol de Trolox® equivalente (TE)
por grama de extrato liofilizado em base seca (pmol de TE/g). Como controle positivo utilizou-se
acido cafeico, acido clorogénico, quercetina e isoquercetina e como controle negativo a solugéo

diluente. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
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3.10 - Quantificagdo dos compostos fendlicos pelo método Folin-Ciocalteu

O reativo de Folin-Ciocalteu® (molibdato, tungstato e &cido fosférico) quando na
presenca de compostos fendlicos, muda a sua coloracdo de amarelo para azul, sendo que a
intensidade da cor se correlaciona com a quantidade de fendis na sua constituicdo (Singleton et
al., 1999). Isso acontece, pois, os fendis contidos nas amostras sdo energeticamente oxidados
em meio basico, resultando na formacdo do O,, o qual reage com os &cidos originando a
coloracao azul. Apesar da quimica do ensaio Folin-Ciocalteu ainda ndo estar bem definida, ele
€ conveniente, pois se trata de um ensaio simples e reprodutivel (Tomei & Salvador, 2007).

Para a realizagcéo do procedimento, foram dissolvidos 100 g de carbonato de sédio e 6,0
g de tartarato de s6dio em quantidade suficiente para 500 mL de agua fervente. Apds o
resfriamento da solugéo (a temperatura ambiente), foram adicionados 750 uL desta solugdo em
cada tubo, contendo 3 mL da amostra a ser analisada (preparada conforme item 3.1). A eles
foram adicionados 75 pL do reagente Folin-Ciocalteu®, que em seguida foram incubados a 20°C
durante 30 minutos. As absorbéancias foram lidas no comprimento de onda de 700 nm. Para a
confec¢do do branco, o procedimento foi o mesmo, porém, ao invés da solugdo contendo as
amostras, foi acrescentada apenas a solucao de carbonato e tartarato de sédio. A curva padréo
foi confeccionada com acido galico de 0,0 a 500 mg/L (Singleton et al.,, 1999, com

modificagdes).

3.11 - Quantificacdo dos flavondides totais

Para a realizagdo do teste foram adicionados em cada tubo, previamente identificado,
1,0 mL de agua destilada. A eles foram acrescidos 250 yL da amostra a ser analisada (chas
mate, verde e sucos de laranja e limao, item 3.1), 750 uL de NaNO;a 5%, 75 uL de AICl; a 10%
e 0,5 mL de NaOH 1,0 M. O material foi deixado em repouso (a temperatura ambiente) e a
absorbancia foi lida apds 6 minutos a 510 nm. A curva padrao utilizada para os célculos foi a de

quercetina em concentragdes que variaram de 5,0 a 75 pg/mL (Tsai et al., 2008).
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3.12 - Caracterizacao quimica das amostras por espectrometria de massas

Como forma de verificar se realmente as enzimas glicosidases atuaram sob os
substratos estudados, foi realizada uma analise qualitativa pelo método ESI-MS (eletrospray
ionization - modo negativo) em espectrobmetro de massa, no laboratério de espectrometria de
massas ThoMSon da Unicamp. As andlises foram realizadas antes e ap6s a biotransformacéo
das amostras liofilizadas e reconstituidas com agua.

O modo de andlise utilizado para todas as amostras foi 0 negativo, pois, para gerar as
cargas nas moléculas dos flavonoides (moléculas em geral acidas) foi utilizado hidroxido de
amonio. A necessidade de gerar as cargas para a andlise por MS existe, pois, 0 espectrometro
de massas realiza leitura apenas de moléculas carregadas positiva ou negativamente.

A limpeza do equipamento foi realizada utilizando uma solucdo de metanol/dgua
adicionada de hidréxido de amdnio a 0,1%, a fim de retirar os possiveis interferentes.
Posteriormente, o equipamento foi calibrado com solucéo de acido férmico a 0,1%.

Foram pesados 50 mg de cada amostra (antes e apoOs biotransformacao) sendo
homogeneizadas a 1,0 mL da mistura de alcool metilico e agua 1:1. O material foi filtrado e
diluido na proporcdo de 10 uL da solucao filtrada em 990 uL da solugcdo preparada de
metanol/dgua 1:1 adicionada de hidroxido de aménio a 0,1%. As amostras foram analisadas por
injecées de fluxo de 10 pL/minuto, considerando uma faixa de massas para analise de 100 a
1000 u.

Os flavondides padrbes rutina e hesperidina também foram analisados por
espectrometria de massas pelo método MS/MS, utilizando-se 0s mesmos reagentes e

considerando o mesmo fluxo e faixa de massas utilizadas para a andlise das amostras.

3.13 - Analise estatistica

Os dados foram expressos em média + desvio padrdao. As médias entre o controle e as
amostras foram comparadas pelo método estatistico t-student. Para a comparacdo entre as
amostras foi realizado teste F seguido do teste T ndo pareado. Valores de p < 0,05 foram

considerados significativos.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Atividade enzimatica na hidrdélise de flavonodides glicosilados

A atividade enzimatica foi determinada conforme descrito no item 3.5. A Tabela 14
reporta os valores obtidos nas condi¢cdes (temperatura e pH) especificadas pelo fabricante. De
acordo com esses valores, para a temperatura e o pH, as enzimas que demonstraram maior
atividade enzimatica foram a glicosidase e a 3-galactosidase, apresentando maior formacéo de

acucar redutor por minuto.

Tabela 14 - Atividade enzimética de hidrdlise dos flavondéides glicosilados.

Enzimas Substratos U
(padrdes) (umol de agucar redutor

formado/minuto)

hesperidinase rutina 0,19 £ 0,02
naringinase rutina 0,24 £ 0,01
glicosidase rutina 0,46 + 0,02

B-galactosidase kaempferol® 0,46 £ 0,01

®kaempferol-3-O-robinosideo-7-O-ramnosideo.

Segundo as condig¢fes utilizadas no trabalho, as atividades enziméticas foram definidas
como:
- 1 U de hesperidinase de Penicillium sp libera 1,0 umol de agucar redutor (glicose) da molécula
por minuto a 40°C em pH 3,8.
- 1 U de naringinase de Penicillium decubens libera 1,0 ymol de agucar redutor (glicose) por
minuto a 40°C em pH 4,0.
- 1 U de glicosidase de Aspergillus niger libera 1,0 umol de acucar redutor (glicose) por minuto a
37°C em pH 4,0.
- 1 U de B-galactosidase de Aspergillus oryzae libera 1,0 umol de agucar redutor (galactose) por
minuto a 30°C em pH 4,5.
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4.2 - Efeito da temperatura na atividade das enzimas

A determinagdo da temperatura 6tima de reacdo das enzimas foi realizada conforme

descrito no item 3.6.

enzimas hesperidinase, naringinase, glicosidase e B-galactosidase frente aos diferentes

As Figuras 9, 10, 11 e 12 representam os valores da atividade enzimatica utilizando as

substratos conforme descrito no item 3.6.

ramnosidases, apresentaram o0 mesmo valor de temperatura étima, 40°C. Em contrapartida as
enzimas glicosidade e B-galactosidase apresentaram valores de temperatura 6tima de 37°C e

30°C respectivamente. A B-galactosidase foi a enzima que manifestou maior termoresisténcia,

As enzimas hesperidinase e naringinase,

uma vez que manteve 90% de sua atividade a 50°C.
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Figura 9 — Efeito da temperatura da
reacao na atividade enzimética da
hesperidinase na hidrolise do

substrato rutina.
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glicosidase na hidrélise do substrato galactosidase na hidrolise do substrato
rutina. kaempferol-3-O-robinosideo-7-O-

ramnosideo.

Estudo anterior de cinética enzimética, descritos para a hesperidinase, mostrou que a
faixa de temperatura 6tima era de 50°C a 60°C (Miyake & Yumoto, 1999).

Por outro lado, para a naringinase de Aspergillus niger, definiu-se como temperatura
otima 50°C, sendo que a 40°C a enzima perdeu apenas 5% de sua atividade méaxima. Porém, a
atividade reduziu fortemente a temperaturas superiores ou iguais a 60°C (Puri & Kalra, 2005).

A temperatura ideal encontrada por Dhake & Patil (2007), para a glicosidase de
Penicillium purpurogenum foi de 50°C, embora a enzima tenha apresentado estabilidade na
faixa de 30°C a 65°C.

Outro estudo de cinética enzimatica, dessa vez para a 3-galactosidase de Bacterium PD
1, determinou a temperatura 6tima dessa enzima como sendo 55°C. A enzima se maostrou
estavel até 60°C, porém, acima de 70°C a atividade caiu consideravelmente. A faixa de
temperatura testada no estudo variou de 40°C a 80°C (Nakkharat et al., 2008).

Embora os resultados encontrados neste trabalho ndo tenham correspondido
exatamente aos valores dos estudos anteriores, foram proximos e corresponderam aos valores
de temperatura indicados pelo fabricante Sigma-Aldrich, fato que esta relacionado a origem de

diferentes microrganismos para as enzimas estudadas.
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4.3 - Efeito do pH na atividade das enzimas

A determinacao do pH 6timo das enzimas foi realizada conforme descrito no item 3.6. As
Figuras 13, 14, 15 e 16 representam os valores de atividade enzimatica utilizando as enzimas
hesperidinase, naringinase, glicosidase e B-galactosidase frente aos diferentes substratos
conforme descrito no item 3.6.

As quatro enzimas apresentaram maior atividade em valores de pH levemente 4cidos
(faixa de 3,8 a 4,5), conforme relatado pelo fabricante. Valores de pH superiores a 4,5

causaram significativa reducao na atividade de todas as enzimas testadas.
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Figura 13 — Efeito do pH da reacéo na Figura 14 — Efeito do pH da reacéo na
atividade enzimética da hesperidinase na atividade enzimatica da naringinase na
hidrélise do substrato rutina. hidrélise do substrato rutina.
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hidrélise do substrato rutina. hidrélise do substrato kaempferol-3-O-

robinosideo-7-O-ramnosideo.

Conforme reportado na literatura, estudo anterior de cinética enzimatica para a
hesperidinase definiu como faixa de pH ideal para essa enzima valores entre 3,0-4,0. Nesse
estudo, Miyake & Yumoto (1999), testaram faixa de pH variando entre 3,0-7,0.

Puri & Kalra (2005) determinaram o pH otimo da naringinase de Aspergillus niger
purificada e este valor foi definido como sendo de pH 4,0; embora de 3,0 a 5,0 a atividade tenha
reduzido em apenas 14% da atividade enzimatica maxima.

Para a definicdo do pH ideal da glicosidase, Dhake & Patil (2007), utilizaram uma faixa
de pH que variou de 3,0 a 7,0 para a glicosidase de Penicillium purpurogenum. O pH 6timo
encontrado foi de 5,5; sendo que a enzima foi razoavelmente estavel a baixos valores de pH.

Outro estudo de cinética enzimatica determinou que o pH 6timo de atuacao da -
galactosidase de Bacterium PD 1, foi de 6,5. A faixa de pH testada foi de 3,0 a 10,0. No entanto
a enzima foi estavel em pH de 6,0 a 10,0, mantendo mais de 80% da sua atividade (Nakkharat
et al., 2008).

Os estudos descritos mostraram valores de pH proximos aos utilizados pelo presente
trabalho, embora, muitas vezes, esses valores ndo sejam exatamente correspondentes. No
geral, as condicbes de reacdo adotadas para a biotransformacgéo das amostras, neste trabalho,
estdo de acordo com testes descritos na literatura (Monti et al., 2004; Soria, et al., 2004; Cruz et

al., 1999; Dhake & Patil, 2005) e com as orientacfes do fabricante Sigma-Aldrich.
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4.4 - Caracterizacao das amostras

4.4.1 - Quantificacao dos polifendis e dos flavonodides totais

A quantificagdo dos compostos polifendlicos e dos flavondides totais foi realizada
conforme descrito nos itens 3.10 e 3.11.

Conforme Tabela 15, o ch& verde apresentou mais polifendis e flavondides que o cha
mate e o suco de laranja apresentou concentracdes desses compostos mais elevadas que as

apresentadas pelo suco de limé&o.

Tabela 15 — Polifendis e flavondides totais das amostras de chi mate, verde e sucos de laranja

e lim&o antes da reacéo de biotransformacéo.

Amostra Polifendis totais® Flavonéides totais”
(mg/g de ch& ou (mg/g de cha ou
mg/100 mL de suco) mg/100 mL de suco)
cha mate 87,01 +1,20 75,50 = 0,50
chéa verde 104,09 + 2,30 80,30+ 1,10
suco de laranja 101,10 £ 0,50 51,20 £ 0,02
suco de liméo 100,12 + 0,10 10,10 £ 0,01

Média + desvio padrao.
®mg de equivalentes de &cido galico/g de cha in natura ou 100 mL de suco.

®mg de equivalentes de quercetina/g de cha in natura ou 100 mL de suco.

Na literatura, os valores quantificados de polifendis e flavonéides para o cha mate foram
de 100 mg/grama de extrato e de 170 mg/grama de extrato, respectivamente, conforme estudo
de Tsai et al. (2008). Os mesmos autores, ao quantificar os polifendis do cha verde,
encontraram 150 mg/grama de extrato e 75 mg/grama de flavonoides no extrato. Faller & Fialho
(2009) ao estudarem a composicdo da laranja e quantificarem os seus polifenéis encontraram
114,6 £ 1,3 mg/100 gramas de peso fresco; Ghafar et al. (2010) encontraram 135,3 mg/100 mL
de suco. Com relacao aos flavondides, foram quantificados 51,8 mg/100 mL, segundo estudo

de Vallejo et al. (2010). No caso da quantificagdo dos polifendis do lim&o, segundo Ghafar et al.
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(2010), foram encontrados 211,70 mg/100 mL de suco e 10,67 = 0,27 mg/100 mL de
flavondides totais.

Os dados encontrados nesse estudo sdo condizentes com os reportados na literatura,
no entanto, é possivel uma variacdo nos componentes quando comparados os dados desse
trabalho com a literatura ou mesmo quando é realizada uma comparacédo entre literaturas, pois,
por se tratarem de amostras naturais, essas podem sofrer alteragdes na composicdo de acordo
com a forma de cultivo, com o tipo de solo, com o clima do local ou quanto a forma de
armazenamento, dentre outros fatores.

A influéncia dos compostos polifendlicos na capacidade antioxidante de cada matriz

alimentar estudada foi avaliada por diversos ensaios antioxidantes.

4.4.2 - Capacidade antioxidante

4.4.2.1 - Medida da peroxidacdo lipidica pelo indice de TBARS

O teste para a avaliagdo da peroxidacéo lipidica in vitro, utilizando fosfolipideos da gema
de ovo como substrato, foi realizado segundo descrito no item 3.9.1.

A fim de garantir a validade do teste no que diz respeito a limitagdo ou reducdo do dano
oxidativo gerado pelo perdxido de hidrogénio, devido ao uso das matrizes alimentares com
poder antioxidante, inicialmente foi avaliado o nivel de lipoperoxidacdo da gema de ovo isolada
e da gema de ovo adicionada de peréxido de hidrogénio.

Conforme esperado, o dano oxidativo na amostra de gema de ovo adicionada de
peroxido de hidrogénio foi mais elevado, comprovando que o H,O, é capaz de induzir dano. Em
seguida, foi avaliado o poder antioxidante de cada matriz alimentar estudada sob a amostra de
gema de ovo adicionada de perdxido de hidrogénio.

Os teores de malondialdeido (mg/g amostra), produto secundario da peroxidacdo
lipidica, da gema de ovo oxidada com H,O, e previamente tratada com o cha mate, verde e
sucos de laranja e lim&o foram significativamente reduzidos quando comparados & amostra sem
o tratamento com as matrizes alimentares.

Ao comparar o desempenho entre 0os chas e 0s sucos, percebe-se um desempenho
significativamente superior do cha verde (Tabela 16). Entretanto ndo houve diferenca

significativa entre o cha mate e 0s sucos.
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Tabela 16 — indice de TBARS (mg) por grama das amostras de cha mate, verde e sucos de

laranja e lim&o liofilizados e reconstituidos com agua.

Amostra Malondialdeido

(mg/g amostra)

(x107)
gema de ovo + H,O, (controle) 10,0+1,6
gema de ovo + H,0, + cha mate 8,0 +0,1%
gema de ovo + H,0, + cha verde 58+0,1%
gema de ovo + H,0, + suco de laranja 6,9 + 0,6%
gema de ovo + H,O, + suco de lim&o 6,9 +0,1%

Média + desvio padrao.
p < 0,05 comparado ao controle.

®p < 0,05 comparado ao tratamento com cha verde.

Um estudo realizado em 2007 com o intuito de avaliar a lipoperoxidacdo em
homogeneizados de gema de ovo, utilizando produto seco por spray-drying de llex
paraguariensis, apresentou bons resultados, fornecendo subsidios, com relacdo a técnica, para
a realizacdo do presente estudo. No entanto, resultados consistentes na literatura que tenham
tido como base o uso do indice de TBARS in vitro para avaliagdo da lipoperoxidagdo em gema

de ovo, utilizando bebidas brasileiras naturais, ndo foram encontrados (Silva, 2007).

4.5 - Influéncia da biotransformacgédo na capacidade antioxidante das amostras

Apoés a biotransformacéo e a extracdo dos flavondides totais, as amostras de chas e
sucos, antes e apos biotransformacéo, foram analisadas pelos diferentes métodos antioxidantes
(FRAP, DPPH, B-caroteno e ORAC) conforme descrito nos itens 3.9.2 & 3.9.5. Os resultados
dos ensaios FRAP, DPPH e B-caroteno estdo apresentados nas Figuras 17, 18, 19 e 20 para
os chas mate e verde, sucos de laranja e limdo, respectivamente.

A interpretacao dos resultados da capacidade antioxidante pelo teste FRAP depende da
coloracéo azul escura produzida apés a reducéo do ion ferro de Fe*® a Fe*?, devido a presenca
de compostos antioxidantes nas amostras avaliadas. Portanto, quanto maior a capacidade
antioxidante dos compostos encontrados nas matrizes alimentares estudadas, maior sera a
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reducdo do ion ferro e, portanto, maior a coloragdo azul produzida e identificada pelo
espectrofotémetro.

No teste B-caroteno-&cido linoléico a interpretacdo da capacidade antioxidante depende
da perda da coloracédo amarelo-alaranjada do reagente -caroteno em contato com os produtos
da oxidagdo do &cido linoléico. Os antioxidantes das amostras estudadas podem limitar ou
reduzir essa oxidacdo o0 que provocaria uma menor perda de coloracdo identificada pelo
espectrofotébmetro.

Conforme resultados encontrados, as amostras de chas e sucos apos a
biotransformacado, em todas as condi¢des enzimaticas testadas, avaliadas pelos métodos FRAP
e B-caroteno, mostraram aumento significativo (p < 0,01) da atividade antioxidante quando
comparadas as amostras controle (antes da biotransformacdo), ou seja, polifendis
biotransformados apresentam maior atividade antioxidante quando comparados aos altamente
glicosilados.

A interpretacdo dos resultados da capacidade antioxidante pelo método DPPH depende
da perda da coloracéo violeta desse reagente ao ser neutralizado pelos antioxidantes presentes
na amostra analisada. Portanto, quanto maior a capacidade antioxidante dos compostos
encontrados nas amostras estudadas, maior sera a neutralizacdo do reagente DPPH e,
portanto, maior serd a perda da coloracao violeta identificada pelo espectrofotdmetro.

Neste ensaio foi observado aumento significativo na capacidade antioxidante do cha
mate e do suco de liméo, independente do tratamento enzimatico empregado. Com relagéo ao
suco de laranja, a associacdo das enzimas hesperidinase/naringinase/glicosidase néo foi efetiva
em elevar significativamente a capacidade antioxidante da amostra biotransformada quando
comparada a amostra controle, no entanto, todas as outras amostras biotransformadas
apresentaram bom desempenho. Contradizendo o que foi obtido pelos ensaios FRAP e [3-
caroteno, para o cha verde, os resultados obtidos com o ensaio DPPH, apesar de apontarem
aumento na capacidade antioxidante das amostras biotransformadas, este nao foi significativo
guando comparado a amostra controle (antes da biotransformacgéo). Apds analise estatistica
das amostras das quatro matrizes alimentares estudadas, notou-se que ndo houve diferenca
significativa quanto ao emprego das diferentes enzimas numa mesma matriz, porém, salvo
exceclOes jA apresentadas, a maioria das amostras biotransformadas apresentou atividade
antioxidante significativamente superior ao controle. As evidéncias mostram a importancia de
biotransformar as matrizes alimentares para se obter um potencial antioxidante superior,

independente do tipo de enzima utilizada e se serdo utilizadas isoladas ou em associacao.
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A fim de avaliar a atividade antioxidante das amostras biotransformadas que
apresentaram resultados mais expressivos nos testes FRAP, DPPH e 3-caroteno foi realizado o
teste ORAC.

A interpretacdo dos resultados oferecidos pelo teste ORAC com relacdo a capacidade
antioxidante depende da perda da fluorescéncia do reagente fluoresceina quando em contato
com os produtos da oxidacdo do reagente AAPH. Os antioxidantes encontrados nas amostras
estudadas podem impedir ou reduzir essa oxidagdo, reduzindo a perda da fluorescéncia da
solucéo, identificada pela leitura em espectrofotdmetro de fluorescéncia.

O ensaio comparou a atividade antioxidante do chd mate antes e apds a
biotransformagé@o com a associagdo das enzimas hesperidinase e 3-galactosidase; o cha verde
antes e apoés a biotransformacéo com a enzima B-galactosidase; e os sucos de laranja e liméo
antes e ap6s a biotransformacdo com a enzima naringinase. Os resultados podem ser

conferidos na Tabela 17.

Tabela 17 — Ensaio ORAC para as amostras de chas mate, verde e sucos de laranja e liméo in

natura e biotransformados enzimaticamente.

Amostra Ensaio ORAC
(umol de TE g™)?
cha mate nao biotransformado 3447,36 + 310, 26
cha mate + hesperidinase e B-galactosidase 4092,18 + 10,23
chéa verde néo biotransformado 3557,56 + 183,21
cha verde + B-galactosidase 4098,25 + 30,74
suco de laranja ndo biotransformado 737,43 + 20,21
suco de laranja + naringinase 1503,25 + 76,67*
suco de lim&o néo biotransformado 367,87 £ 4,82
suco de limao + naringinase 544,96 + 24,09*

Média + desvio padrdo. Equacdo de reta da curva padrdo de Trolox®: y=2,0982x-0,3798:;
R?=0,9983.
0s resultados foram expressos como micromols de Trolox® equivalente por grama de extrato
liofilizado.
*Os sucos de laranja e limdo biotransformados apresentaram resultados significativamente

superiores as matrizes alimentares antes da biotransformacéo.
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Conforme os dados da Tabela 17, nota-se que mais uma vez as amostras
biotransformadas, para todas as matrizes alimentares, apresentaram atividade antioxidante
superior as apresentadas pelas amostras controle (sem a biotransformacéo). Vale destacar que
para os sucos de laranja e limdo a biotransformacdo permitiu praticamente duplicar os valores
de pmol de Trolox® equivalente por grama de extrato liofilizado, quando comparados as
amostras controle, confirmando que a biotransformacéo, nas condi¢cdes de reacdo adotadas, foi
eficiente e produziu um aumento expressivo da atividade antioxidante. Em trabalho recente
Macedo et al. (2011) ja& haviam mostrado que a biotransformacédo é capaz de aumentar a
atividade antioxidante, verificada pelo ensaio ORAC, em folhas secas de cha mate e verde. No
entanto o estudo foi realizado com a enzima tanase de Paecilomyces variotii, 0 que permitiu
abordar outro mecanismo de agéo que ndo a desglicosilacao.

Os padrbes Sigma Aldrich de G-hesperidina, hesperidina, rutina e quercetina também

foram comparados pelo ensaio ORAC. Os resultados podem ser conferidos na Tabela 18.

Tabela 18 — Ensaio ORAC para os padrbes dos flavondides G-hesperidina, hesperidina, rutina e

quercetina.
Amostra Ensaio ORAC
(umol de TE g™)?
G-hesperidina 3,90 £ 0,05
hesperidina 4,73 +0,03*
rutina 476 + 0,01
guercetina 6,39 + 0,36*

Média + desvio padrdo. Equacdo de reta da curva padrdo de Trolox®: y=2,0982x-0,3798:;
R?=0,9983.
?0s resultados foram expressos como micromols de Trolox® equivalente por grama de
substancia.
*Hesperidina e quercetina apresentaram valores de equivalente de Trolox® significativamente

superiores aos resultados apresentados pela G-hesperidina e rutina respectivamente.

Os dados apresentados confirmaram o que foi verificado para as matrizes alimentares,
flavondides aglicona ou glicosilados, porém, menos complexos, apresentam atividade

antioxidante superior as formas altamente glicosiladas. Isso pode ser comprovado na Tabela 18
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onde a hesperidina e a quercetina apresentaram valores superiores as suas formas mais
complexas como a G-hesperidina e a rutina respectivamente. Ou et al. (2001) por meio do
ensaio ORAC ja havia demostrado que a atividade antioxidante da quercetina era superior a da
rutina, sendo 7,28 e 6,01 pmol de TE g respectivamente.

Quanto a discordancia de alguns resultados encontrados pelo teste DPPH com os
encontrados pelos testes FRAP e B-caroteno, Castro-Gamboa & Pauletti (2004) ja& haviam
descrito que o teste DPPH permite a obtencéo de resultados para compostos puros, e que a
avaliacdo de matrizes complexas é muitas vezes dificultada, tornando os resultados pouco
confidveis. Por este motivo propuseram um método onde o DPPH foi utilizado como agente
antioxidante indireto, havendo associagdo deste ensaio com a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Apesar disso, pelo fato de o teste ser freqlientemente descrito na literatura
para a avaliacdo da atividade antioxidante de extratos vegetais, foi empregado nesse trabalho e
comparado aos demais métodos utilizados (Yang et al., 2010; Park et al., 2006a; Ghafar et al.,
2010; Tsai et al., 2008).

Com relacéo a biotransformacgéo dos sucos, foi possivel observar que ndo ha vantagem
na utilizacdo da associagdo das enzimas hesperidinase/naringinase/glicosidase nas condi¢es
de reacdo utilizadas. Isso pode ser explicado, pelo fato de que algumas destas enzimas
apresentam as mesmas funcdes cataliticas. A naringinase e a hesperidinase, por exemplo, sdo
ramnosidases (promovem hidrélise da molécula de ramnose) e possuem também acao B-D-
glicosidase (promovendo hidrélise da molécula de glicose). Dessa forma, sugerimos que a
ligacdo da naringinase ou da hesperidinase ao substrato leve a uma possivel exclusdo da acéo
da glicosidade, uma vez que atuam no mesmo sitio catalitico.

O aumento do potencial antioxidante dos sucos, verificado apdés as reacdes de
biotransformacdao, pode ser justificado pela clivagem da fracéo glicosidica, que na estrutura das
moléculas da hesperidina e da naringina se encontra na posi¢éo C7 do anel A.

Em relagdo a biotransformacdo dos chas, as enzimas utilizadas, hesperidinase e a $3-
galactosidase, apresentam sitios cataliticos diferentes. A B-galactosidase € a responsavel pela
clivagem da molécula da galactose do kaempferol glicosilado, enquanto a hesperidinase é a
responsavel pela clivagem da ramnose, produzindo o kaempferol aglicona.

Conforme observado nas Figuras 17 e 18, a forma aglicona produzida pela associagéo
dessas duas enzimas, se comparada a amostra controle (antes da biotransformacéo),
demonstra um aumento significativo na atividade antioxidante. Por outro lado, os resultados

apontam que, ao comparar o desempenho da associagdo enzimatica com o das enzimas
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isoladas, ndo ha diferencga significativa de atividade. Isso denota que o kaempferol, para uma
melhor atividade antioxidante, deve ser biotransformado, porém, n&o necessita de uma
associacao enzimatica, ou seja, o uso de apenas uma das enzimas na sua biotransformacéo ja
produz resultados positivos e comparaveis aos produzidos pela associagdo enzimatica.

Este evento demonstra que, apesar do bom desempenho da associacdo enzimatica, a
mesma nao € racional, ja que se obtém resultados antioxidantes parecidos para as enzimas
isoladas. Este resultado é animador com relacdo aos aspectos econdmicos envolvidos no uso
das enzimas para a obtencdo de bebidas biotransformadas com maior potencial antioxidante,
pois, necessitar-se-ia de um menor aporte financeiro da inddstria alimenticia para a obtencéo
destes produtos.

Conforme mencionado por Park et al. (2006a), a atuacdo das enzimas hesperidinase e
B-galactosidase nas moléculas dos flavondides (rutina, quercetina-3-glicosideo e kaempferol
glicosilado) no ch& verde provavelmente permite a liberacdo da fracdo 3-OH do anel C,
deixando-a livre, 0 que favorece 0 aumento da atividade antioxidante.

Com o objetivo de avaliar a atividade antioxidante, os diferentes ensaios utilizados
tiveram como finalidade fornecer dados que permitissem a comparacdo do desempenho de
uma mesma amostra perante principios diferentes de analise, visto que, conforme descrito na
literatura, cada ensaio possui a sua limitacao.

Como ja explicitado por Castro-Gamboa & Pauletti (2004) o DPPH nédo é o método mais
indicado para matrizes complexas. Por outro lado, no método B-caroteno — &cido linoléico
outras substancias oxidantes e/ou redutoras presentes na matriz alimentar, além da substancia
objeto do estudo, podem oferecer interferéncias nos resultados (Silva et al., 1999). E embora
artigos cientificos descrevam o ORAC como um dos melhores métodos para a avaliacdo da
atividade antioxidante (Ginny Bank & Alex Schauss, 2004), ha controvérsias. Thaipong et al.
(2006), por exemplo, descreveu que em seus experimentos o método FRAP foi mais
reprodutivel se comparado ao DPPH e ao ORAC.

Segundo Tomei & Salvador (2007), cada tipo de metodologia apresenta suas vantagens
e desvantagens. Os métodos diretos mostram-se mais adequados para avaliacdo da atividade
antioxidante, pois em geral sdo mais sensiveis. A desvantagem apresentada por estes métodos
€ que muitos deles sdo tempo-dependentes, 0 que sugere que suas aplicacdes requerem
experiéncia em reacdes de cinética quimica. Por outro lado, métodos indiretos bem-

desenvolvidos como, por exemplo, o DPPH e o Folin-Ciocalteu, sdo adequados, de facil
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manipulacdo e apesar de ndo apresentarem a mesma especificidade, também permitem uma
adequada avaliacdo da atividade antioxidante. No entanto, um impasse na aplicagdo dos
métodos indiretos é a sua baixa reprodutibilidade, sendo a razdo principal disto o fato dos
resultados serem altamente dependentes da concentracdo de reagentes e do tempo de
incubacao.

Huang et al. (2005) e Ou et al. (2001) compararam alguns métodos diretos e indiretos
sob o ponto de vista do mecanismo de reagdes envolvidas no protocolo experimental e
sugeriram que o ORAC e o Folin-Ciocalteu sdo ensaios adequados para se avaliar a atividade
antioxidante de alimentos, produtos naturais e fluidos biolégicos, apresentando vantagens uma
vez que minimizam a possibilidade de ocorréncia de reacg6es falso-positivas.

No entanto, pode-se dizer que é sempre prudente que os dados obtidos com o método
indireto sejam correlacionados com os dados obtidos por métodos diretos a fim de se obter uma

maior segurancga analitica dos resultados.

4.6 - Caracterizacdo quimica das amostras antes e apés a biotransformacéao

Com o obijetivo de identificar um perfil quimico, através do fingerprinting obtido por ESI-
MS, as amostras de cha mate, verde e sucos de laranja e limdo foram previamente preparadas
e analisadas segundo método descrito no item 3.12.

A composigdo das amostras pode ser visualizada pelos perfis apresentados nas Figuras
21, 22, 23 e 24, correspondentes as amostras estudadas antes e ap0s a biotransformacao.

Na Figura 21 foram identificadas uma série de compostos conhecidos na literatura e
possivelmente envolvidos com a atividade antioxidante do cha mate. No espectro da Figura 21A
podem ser observadas espécies ionizadas de compostos como a quercetina (m/z 301),
cafeoilglicose (m/z 341), &cido feruloilquinico (m/z 367) e rutina (m/z 609).

Apb6s a reacdo de biotransformacao (Figura 21B), pode ser observado um aumento na
intensidade do sinal do fragmento quercetina aglicona (m/z 301), proveniente da molécula da
guercetina glicosilada (rutina m/z 609), que apés biotransformacao tem a intensidade do seu
sinal reduzido, o que comprova a a¢éo das enzimas glicosidicas com a perda das unidades de
acucar (glicose m/z 162 e ramnose m/z 146).

Nos espectros do cha verde (Figura 22), pode ser identificada uma série de compostos

conhecidos na literatura como constituintes dessa matriz alimentar e com importante potencial
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antioxidante, tais como acidos fendlicos, derivados dicafeoilquinicos (m/z 515) e flavonoides
glicosilados (m/z 609, m/z 593, m/z 447).

No perfil apos a biotransformacao (Figura 22B) pode ser observado um aumento na
intensidade do sinal do flavonoide quercetina aglicona (m/z 301) e do flavondide quercetina
dihidratada (m/z 337) provenientes da molécula da rutina (quercetina — 3 — rutinosideo — m/z
609), o que comprova a a¢ao das enzimas glicosidases, com a retirada das unidades de agucar
(glicose m/z 162 e ramnose m/z 146).

Alguns flavondides do tipo kaempferol glicosilados também podem ser observados nos
dois espectros (m/z 447 e m/z 593); entretanto, no espectro apos a biotransformacéo pode-se
notar um pequeno aumento na intensidade desses sinais, provavelmente provenientes da
quebra de moléculas de kaempferol glicosiladas e ainda mais complexas que estariam além da
faixa de analise adotada neste estudo que foi de m/z 100 a 1000. A faixa citada foi adotada com
base nos artigos cientificos que também utilizaram a metodologia da espectrometria de massas

para a andlise de polifendis.
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Na Figura 23 foram identificadas uma série de compostos conhecidos na literatura e
possivelmente envolvidos com a atividade antioxidante do suco de laranja. No espectro da
Figura 23A podem ser observadas espécies ionizadas de compostos como hesperidina (m/z
609), hesperetina (m/z 301) e tangeritina (m/z 371).

No perfil do suco de laranja biotransformado (Figura 23B) pode ser observado um
aumento do sinal do flavonéide aglicona hesperetina (m/z 301) proveniente da clivagem da
hesperidina (m/z 609) ap6s atuagcdo das enzimas glicosidases, 0 que mostra a quebra das
unidades de glicose m/z 162 e ramnose m/z 146. O flavondide tangeritina aglicona nesses
espectros ndo apresentou alteracdo no sinal, porém, apés a biotransformacéo foi possivel
identificar o flavondide naringenina (aglicona), ndo identificado no espectro antes da
biotransformacéo.

Na Figura 24 foram identificados compostos conhecidos na literatura e possivelmente
envolvidos com a atividade antioxidante do suco de limdo. No espectro da Figura 24A podem
ser observadas espécies ionizadas de compostos como hesperidina (m/z 609), acacetina (m/z
283) e tangeritina (m/z 371).

No perfil do suco de limdo biotransformado (Figura 24B) pode ser observado um
aumento do sinal do flavonoide aglicona hesperetina (m/z 301) proveniente da clivagem da
hesperidina (m/z 609) ap6s atuacdo das enzimas glicosidases, 0 que mostra a quebra das
unidades de glicose m/z 162 e ramnose m/z 146. O flavonoide tangeritina apresentou aumento
no sinal apés a biotransformacéo, provavelmente proveniente do seu flavonéide glicosilado que
sofreu hidrélise enzimatica.

Compostos nao identificados nos espectros apresentados podem também fazer parte da
composicao das matrizes alimentares estudadas. O tratamento das amostras de chas e sucos
com metanol, &gua e hidréxido de aménio permitiu a ionizagéo e a identificacdo dos sinais dos
flavondides glicosilados e das agliconas de interesse. A utilizacdo de outros solventes poderia
permitir a ionizagdo e a identificacdo de outros compostos provenientes da mesma matriz, no

entanto, esses néo faziam parte do objetivo desse estudo.
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Figura 23 — Composicdo do suco de laranja antes da biotransformacao (A) e do suco de laranja biotransformado por hesperidinase

-

(B) analisados por espectrometria de massas (ESI(-)-MS).
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analisados por espectrometria de massas (ESI(-)-MS).
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Os espectros discutidos até o momento apresentaram os perfis MS das matrizes
alimentares, antes e apdés a biotransformacdo. O que permitiu uma varredura identificando
todos os componentes (capazes de se ionizar) de cada matriz estudada.

Por outro lado, 0 MS/MS permite o isolamento de uma espécie ionizada, ou seja, de um
dos ions de interesse identificado no MS como, por exemplo, o ion de m/z 609, permitindo
identificar todos os ions provenientes da sua fragmentacdo. As figuras 25 e 26, a seguir,
mostram os perfis MS/MS dos padrfes ionizados de rutina (m/z 609) e hesperidina (m/z 609),
uns dos principais componentes dos chas e dos sucos, respectivamente.

Na figura 25 pode ser observado o perfil MS/MS da molécula ionizada da rutina padréo
(m/z 609), gerando dentre outras espécies ionizadas a de m/z 301, correspondente a
quercetina.

Na figura 26 pode ser observado o perfil MS/MS da molécula ionizada da hesperidina
padrédo (m/z 609), gerando principalmente a espécie de m/z 301, correspondente a hesperetina.

Conforme discutido, as moléculas rutina e hesperidina, assim como outros flavondides

glicosilados mais complexos, séo provenientes de suas formas mais simples, agliconas.
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Figura 25 — Perfil (ESI(-)-MS/MS) do ion de m/z 609 (rutina padrdo) gerando m/z 301

(quercetina).
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Figura 26 — Perfil (ESI(-)-MS/MS) do ion de m/z 609 (hesperidina padrdao) gerando m/z 463
(ap6s retirada da ramnose m/z 146) e m/z 301 (hesperetina, apds a retirada da glicose m/z

162).

Os resultados confirmam o que foi reportado por Park, Rho, Kim & Chang (2006a), onde
0s autores observaram que as formas agliconas ou os flavondides menos complexos possuem
maior atividade antioxidante que seus pares glicosilados de maior peso molecular. Estes
autores descreveram a associagao de diferentes enzimas para modificar os polifendis presentes
no ché verde. Os autores relataram que a associacao entre a 3-galactosidase e a hesperidinase
foi usada de maneira efetiva na hidrélise dos kaempferol glicosilados (kaempferol-3-O-[2-O--D-
galactopiranosil-6-O-a-L-ramnopiranosil]-B-D-glicopiranose e kaempferol-3-O-[2-O-B-D-
xilopiranosil-6-O-a-L-ramnopiranosil]-B-D-glicopiranose) presentes em cha verde, o que gerou
95% de kaempferol aglicona. Os produtos resultantes apresentaram ganho significativo na
atividade antioxidante, quando avaliados pelo ensaio DPPH. Porém, nesse estudo nao foi
realizado teste com as enzimas isoladas.

E importante ressaltar que, até 0 momento, testes que avaliem a atividade antioxidante
de polifendis biotransformados por reacfes de desglicosilagdo sdo muito raros, o que limita a
comparagcdo desse estudo com trabalhos anteriores. Alguns artigos tratam da atividade
antioxidante dos chas e dos sucos por meio dos testes in vitro descritos neste trabalho, mas
sem a biotransformacéo da matriz alimentar.

Embora estudos a respeito da atividade antioxidante em amostras biotransformadas
sejam escassos, experimentos a fim de avaliar a biodisponibilidade e a atividade antioxidante
como o de Day, Gee, DuPont, Johnson & Williamson (2003) ou em humanos como o estudo de
Hollman & Katan (1997), ja levantavam a hipétese de que a retirada da fracdo glicosidica

poderia oferecer beneficios em relacéo a atividade antioxidante.

72



E valido ressaltar ainda que a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, conforme RDC
26 de 2009, aprova o uso de enzimas como a dlicosidase de Aspergillus niger e a f-
galactosidase de Aspergillus oryzae, utilizadas nesse estudo, em alimentos comercializados
para 0 uso humano. Isto proporciona uma importante area de pesquisa para que a industria
alimenticia desenvolva produtos de maior potencial antioxidante, favorecendo desta forma o

consumidor e explorando ainda mais os beneficios dos flavondides na dieta.
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5 - CONCLUSAO

A utilizacdo dos flavondides padrdes (rutina e kaempferol-3-O-robinosideo-7-O-
ramnosideo) como substratos, permitiu a determinacdo do efeito da temperatura e do pH na
atividade das enzimas utilizadas no estudo e a definicAo das condicbes 6timas de

biotransformacéo.

As enzimas hesperidinase, naringinase, glicosidase e B-galactosidase comerciais foram
capazes de biotransformar de forma favoravel os substratos estudados, produzindo flavondéides
agliconas ou menos complexos, 0 que levou a um incremento significativo na capacidade
antioxidante destas bebidas, podendo até mesmo duplicar essa atividade conforme
determinado nos sucos pelo método ORAC.

Os espectros de massas confirmaram a atuacao das enzimas na hidrélise das fracdes
glicosidicas dos flavondides glicosilados, gerando produtos na forma aglicona ou menos

complexos.

O uso das enzimas de forma associada (hesperidinase/naringinase com a glicosidase),
para a biotransformagéo dos sucos, assim como a hesperidinase/B-galactosidase no caso dos
chas, embora tenha mostrado efeito favoravel, este ndo foi superior ao das amostras onde

foram utilizadas as enzimas isoladas, o que néo justifica 0 seu emprego.
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Anexo 1 — Curva padrdo de tetraetoxipropano utilizada no ensaio de determinagcdo das
substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico.
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Anexo 2 — Curva padrao de sulfato ferroso utilizada no ensaio do poder antioxidante de reducao
do ferro.
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Anexo 3 — Curva padrdo de DDPH utilizada no ensaio de seqtiestro de radicais 2,2-difenil-1-

picril-hidrazila.
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Anexo 4 — Curva padrao de acido galico utilizada no ensaio de quantificacdo dos compostos

fendlicos pelo método Folin-Ciocalteu.
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Anexo 5 — Curva padréo de quercetina utilizada no ensaio de quantificacdo dos flavondides

totais.
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