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RESUMO

Este trabalho teve como objetivos avaliar as condicbes de extracdo de
aminas bioativas de sorgo, quantificar aminas bioativas livres e conjugadas e
acidos fendlicos em gendétipos de sorgo e avaliar a atividade antioxidante
desses compostos. O estudo relativo a avaliagdo das melhores condi¢des para
extracdo de aminas livres em sorgo triturado a 420 um demonstrou que trés
extracbes consecutivas com TCA a 5% permitiu obter recuperacdes
satisfatérias de oito aminas testadas. Apenas putrescina, cadaverina,
espermina e espermidina foram detectadas em sorgo. Verificou-se ainda que
esse cereal é fonte de poliaminas e que o cultivo em ambiente com estresse
hidrico impactou na diminuicdo da producédo desses compostos. Durante sete
dias de germinacéo, os teores de putrescina aumentaram significativamente, os
de espermidina mantiveram-se constantes, sendo a espermina detectada em
partes da plantula de alguns genotipos. Os teores de aminas durante a
germinacao de sorgo ndo foram afetados pela presenca de tanino no gréo.
Quanto aos acidos fendlicos, o cumarico e o ferulico estiveram presentes em
todas as linhagens de sorgo estudadas, sendo o ferulico predominante. Mais
de 90% dos acidos hidroxicinamicos encontram-se presentes no pericarpo.
Quanto as aminas conjugadas, as derivadas da espermina foram as
predominantes, seguidas das derivadas da espermidina. Algumas linhagens
de sorgo apresentaram atividade antioxidante expressivas nos modelos DPPH
e ABTS. Em Rancimat, os extratos metandlicos das linhagens testadas,
mesmo possuindo concentracdes pequenas de acidos fendlicos e de aminas
conjugadas, apresentaram atividades antioxidantes expressivas. PoOde-se
concluir ainda, que para sorgos irrigados, mudancas nos teores de &cidos
fendlicos na fracdo soluvel impactaram de maneira significativa nos teores de
aminas bioativas livres nesses graos e que quando ha aumento de espermidina
em sorgos irrigados, houve aumento significativo da amida diferdlica e

dicumarica correspondentes.

Palavras-chave: Sorghum bicolor L., poliaminas, compostos funcionais,

sintese de aminas conjugadas, atividade antioxidante.
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ABSTRACT

PHENOLIC ACIDS AND FREE AND CONJUGATED BIOACTIVE AM INES IN
SORGHUM: LEVELS AND ANTIOXIDANT ACTIVITY. This work aimed to
evaluate the conditions of sorghum bioactive amines extraction, identify the
profile and levels of phenolic acids, and free and conjugated bioactive amines in
sorghum genotypes and to evaluate the antioxidant activity of these
compounds. The best conditions for the extraction of free amines from sorghum
were 420 pum particle size and 3 consecutive extractions with 5% TCA. Only
PUT, CAD, SPD and SPM were detected in sorghum and the levels of
polyamines detected indicated that this cereal is a significant source of
polyamines, mainly in sorghum grown under normal hydric conditions. After
seven days of sorghum germination, the levels of PUT increased significantly,
SPD remained constant and SPM was detected in cotyledon and radicle of
some genotypes. It was also found that the changes on the levels of amines
during germination were not affected by the presence of tannin in the grain.
Among phenolic acids investigated, coumaric and ferulic acids were present in
all studied lines, ferulic being the prevalent. More than 90% of the
hydroxycinnamic acids were present in the pericarp. In relation to conjugated
amines, derivatives of SPM were prevalentt, followed by derivatives of SPD.
Some genotypes of sorghum showed significant antioxidant activity by means of
DPPH, ABTS and Rancimat®. For irrigated sorghum, the changes on the levels
of phenolic acids in the soluble fraction affected significantly the levels of free
amines in these grains. Linear regression studies indicated that when SPD
levels increased, the levels of the corresponding diferulic and dicoumaric

amides also increased.

Key Words : Sorghum bicolor L., polyamines, bioactive compounds,
conjugated amines synthesis, antioxidant activity.
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INTRODUCAO

Nos dultimos anos tem crescido o interesse pelas propriedades
antioxidantes de vegetais devido ao fato dos radicais livres estarem
relacionados a diversas doencas e ao processo de envelhecimento. As
diferentes formas de oxigénio reativo provocam danos que incluem a mutacéo
do DNA, a oxidag&o de proteinas e a peroxidacéo lipidica, o que pode levar ao
desenvolvimento de cancer, diabetes, arteriosclerose, inflamacbes e ao
envelhecimento precoce (SILVA et al., 2005). Assim, o estudo da atividade
antioxidante de espécies de plantas, especialmente daquelas que representam
papel relevante na dieta humana ou animal, tem grande perspectiva de
aplicacdo na promoc¢ao e na manuten¢do da saude humana.

Diversos estudos sobre a atividade antioxidante de compostos fendlicos
e de poliaminas livres tém sido relatados. Sabe-se que nos vegetais, grande
parte das poliaminas ndo se encontra livre, mas sim conjugadas a acidos
hidroxicindmicos, como aos acidos cumarico, ferulico e caféico. Além da
conjugacao dessas poliaminas regular o nivel de aminas livres nos vegetais,
alguns estudos ja demonstraram a capacidade das poliaminas de potencializar
a atividade antioxidante dos acidos fenolicos a elas conjugados, aumentando a
resisténcia dos vegetais ao estresse bidtico e abidtico (WALTERS, 2003; CHOI
et al., 2007; ALCAZAR et al., 2010).

As aminas bioativas ou biologicamente ativas sdo bases nitrogenadas
de baixo peso molecular que exercem importantes funcdes metabdlicas e
fisiologicas em microrganismos, vegetais e animais.  Comumente sao
classificadas com base na fungdo fisiolégica que exercem. As aminas
biogénicas sdo aquelas psicoativas, neuroativas ou vasoativas. Geralmente
sdo formadas em proteinaceos e/ou em alimentos fermentados (GLORIA,
2005). Ja as poliaminas sdo aquelas que desempenham importantes fungfes
no metabolismo celular, no crescimento e diferenciacdo de organismos Vivos,
na resposta ao estresse, na estabilizacdo de membranas, na maturacdo do
trato gastrointestinal (WALTERS, 2003; GLORIA, 2005). Também a
propriedade antioxidante de algumas poliaminas tem sido comprovada (BELLE
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et al., 2004; MENDONCA, 2009; KALAC, 2014). Nessa classificacdo, se
enquadram as poliaminas espermina e espermidina.

Alguns trabalhos ja demonstraram quantidades expressivas de
poliaminas em cereais graminaceos da mesma familia do sorgo, como o milho,
o trigo e o arroz (CIPPOLA et al., 2007; CAO et al., 2010; MOHAMED et al.,
2011). H4 trabalhos que também comprovaram a presenca de conteudos
expressivos de &cidos hidroxicinamicos em sorgo (HAHN et al.,, 1983,
SEVESSON et al., 2010; AFIFY et al., 2012; CHIREMBA et al., 2012; LUTHRIA
& LIU, 2013). Como ja descrito, a conjugacédo de acidos fendlicos as aminas
aumenta a capacidade antioxidante destes compostos. CHOI et al. (2007)
isolaram as seguintes amidas de farelo de milho: dicumaroilputrescina (DCP),
diferuloilputrescina (DFP) e cumariolferuloilputrescina (CFP) e comprovaram o
potencial desses compostos como antioxidantes e antimelanogénicos. No
entanto, ndo existem estudos que determinam aminas livres e aminas
conjugadas a acidos fendlicos em sorgo.

O sorgo (Sorghum bicolor L.) é um cereal graminaceo que, em termos
de producado, se destaca como o quinto cereal mais importante do mundo,
superado apenas pelo trigo, arroz, milho e cevada. Pode ser cultivado em
ambientes muito secos, onde a produtividade de outros cereais é
antieconbmica. Devido a essa facilidade de producdo em regides tropicais
como na india e em paises africanos, o sorgo é um cereal bastante produzido e
utilizado na alimentacdo humana (DICKO et al., 2006). Em outras regides, este
cereal tem sido empregado basicamente na alimentacdo animal. No entanto,
no Japao, China e EUA, o sorgo vem sendo processado também para a
fabricacdo de massas alimenticias e produtos de panificacdo (AWIKA &
ROONEY, 2004; DICKO et al., 2006). Além disso, por ser considerado fonte
potencial de compostos bioativos (AWIKA & ROONEY, 2004, DYKES et al.,
2005; DYKES & ROONEY, 2006), ha diversos programas de melhoramento
genético, principalmente desenvolvidos pela Texas A&M University, que visam
selecionar genotipos de sorgo a fim de aumentar o uso do cereal na
alimentacdo humana (AWIKA et al., 2005; AWIKA et al.,, 2009). No Brasil,
apesar do crescimento da producdo deste cereal, o sorgo ainda nao foi

incorporado pela industria de alimentos. No entanto, diversos trabalhos de
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pesquisa vém sendo realizados pela Embrapa Milho e Sorgo ou em parceria
com essa instituicdo, com o objetivo de avaliar o potencial dos genaétipos
brasileiros para emprego na alimentagcdo humana (MORAES et al., 2012a e
2012b; QUEIROZ et al., 2014; CARDOSO et al., 2015).

Devido a escassez de pesquisas de identificacdo de aminas livres e
conjugadas em sorgo, e ainda por se acreditar que genoétipos de sorgo
introduzidos no Brasil também sejam fontes de compostos bioativos, além da
facilidade de cultivo desse cereal em territorio brasileiro, esse estudo tem o
propésito de identificar e caracterizar acidos fendlicos, aminas bioativas livres e
conjugadas em gendtipos introduzidos no Brasil e avaliar a atividade
antioxidante desses compostos frente a diferentes modelos.
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OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo geral determinar os perfis e teores de
acidos fendlicos, e de aminas livres e conjugadas em diferentes gendétipos de
sorgo, aléem de investigar o potencial antioxidante dos respectivos extratos
metandlicos e das aminas livres e conjugadas.

Os objetivos especificos foram:

i) investigar a influéncia da granulometria do sorgo moido, do tipo de
acido extrator e do numero de extracbes sucessivas, na recuperacao
simultanea de dez aminas bioativas livres (histamina, putrescina, cadaverina,
tiramina, feniletilamina, agmatina, espermidina, espermina, serotonina e
triptamina) em amostras de sorgo; além de determinar o perfil e os teores de
aminas bioativas em alguns genétipos de sorgo desenvolvidos pela Embrapa
Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG, Brasil;

i) investigar o efeito da germinacdo em genotipos de sorgo com e sem
tanino no perfil e teores de aminas bioativas em diferentes partes da plantula;

i) identificar e quantificar, através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia, os acidos caféico, cumarico, ferdlico e sinapico em genotipos de
sorgo cultivados em ambientes com e sem estresse hidrico;

iv) determinar os tipos e teores de poliaminas conjugadas em gendétipos
de sorgo;

v) avaliar a atividade antioxidante de aminas, de acidos hidroxicinamicos,
de aminas conjugadas, quimicamente sintetizadas e de extratos metandlicos
provenientes de sorgo, frente ao radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH),
frente ao radical [2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico] (ABTS) e
0 poder desses compostos de reduzirem o ferro e o ion molibdénio, além de
correlacionar os teores de aminas conjugadas, acidos fendlicos e aminas livres
nos extratos de sorgo com o potencial antioxidante; avaliar também a
capacidade de &cidos hidroxicindmicos, de aminas conjugadas, quimicamente
sintetizadas, e de extratos metanodlicos provenientes de sorgo, em inibir a

oxidacdo de Oleo de soja, determinada em equipamento Rancimat® e
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comparar a atividade antioxidante desses compostos com antioxidantes
tradicionais, o butil hidroxitolueno (BHT) e o butil hidroxianisol (BHA),
associados.

Para justificar estes objetivos, inicialmente foi apresentada, uma revisao
da literatura apresentando o estado de arte da tematica. Em seguida, cada

objetivo especifico gerou um experimento apresentado na forma de capitulo.
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REVISAO DE LITERATURA

1 SORGO

1.1 ASPECTOS GERAIS

O sorgo (Sorghum bicolor L.) (Fig.1) € um cereal graminaceo, pertencente
a familia Poaceae e originario da Africa ou Asia. Quanto & producéo, é um dos
cereais mais importantes do mundo, superado apenas pelo trigo, arroz, milho e
cevada (DICKO et al., 2006).

Figura 1. Foto ilustrativa do Sorghum bicolor (L.). Fonte: Dicko et al. (2006).

Os principais produtores mundiais de sorgo sdo os EUA, sendo também
bastante cultivado na Africa (Nigéria, Suddo), Asia (india e China), México,
Argentina, Brasil e Australia (DUARTE, 2011). Na Africa e na india, o sorgo é
base alimentar da populacdo por ter um aporte consideravel de proteina e

calorias e por ser uma cultura tolerante a condigcbes ambientais secas e
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quentes, onde o cultivo de outros cereais € antiecondmico (TAYLOR &
TAYLOR, 2011).

No Brasil, o sorgo foi introduzido no inicio do século XX, mas, desde
entdo, tem sido visto como uma cultura marginal e, portanto, com dificuldades
para ser comercializado, pelo fato do sorgo ser identificado como substituto do
milho na elaborag¢des de ragao animal. Por esse motivo seu preco fica atrelado
a este cereal ou é considerado de baixa qualidade por questdes de preconceito
ou falta de informacédo (DUARTE, 2011).

No entanto, de 2005 a 2013 houve um crescimento do cultivo do sorgo
em termos de &rea total plantada, producéo e rendimento médio anuais, sendo
que a producédo nacional da safra de 2012/13 foi de 2,1 milhdes de toneladas.
Praticamente todos os estados brasileiros produzem o cereal, com destaque
para Goias, Mato Grosso e Minas Gerais, 0S quais Sao responsaveis por mais
de 70% da area plantada com sorgo e por mais de 85% da producdo nacional
(Fig. 2) (CONAB, 2014).

Legenda
Somente Municipios que produzem mais de 1.019t
1.019 - 5,000
5001 - 10,000
I 10001 - 50,000
B 50001 - 9105

I: Linnite de Estados

250 500 1.000 1.500
—

Figura 2. Producdo agricola de sorgo no Brasil. Fonte: CONAB (2014).

Segundo Duarte (2011), o crescente aumento das areas plantadas com

sorgo no Brasil se deve a criacdo, no inicio dos anos noventa, do Grupo Pro-
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Sorgo, constituido por representantes de diversos setores, com o intuito de
fomentar a produgdo de sorgo no pais, por meio da divulgacdo das
potencialidades da cultura e de tecnologias de producdo. Aliado a isso,
também foi importante o emprego do sistema de producao de plantio direto nas
regides Centro-Oeste e Sudeste, onde o cereal foi utilizado em sistema de
rotagcdo com a soja e na producdo de boa palhada necesséria ao sistema. De
outra forma, a maior tolerancia do sorgo a seca reduz o risco do plantio no final
do periodo chuvoso, sendo empregado para a producdo da safra de inverno
(segunda safra ou safrinha), resultando na maior oferta do grdo em periodos de
entressafra do milho, principalmente na regido central do Brasil.

O principal destino da producéo de sorgo é a alimentacdo animal, sendo a
forragem empregada na nutricdo de ruminantes e os graos, na producao de
racdo (DICKO et al., 2006). Além da Africa e da india, onde o sorgo é
consumido por mais de 300 milhdes de pessoas, outros paises como os EUA,
Japdo e China vém empregando esse cereal em produtos de panificacao,
massas alimenticias e “snacks”, sendo que nos EUA ele é bastante utilizado
em produtos para celiacos, pelo fato de ndo conter gluten (AWIKA & ROONEY,
2004; DICKO et al., 2006; TAYLOR et al., 2006). Ainda nos EUA, o sorgo
preto, rico em tanino, tem sido direcionado a um mercado especifico,
preocupado com a saude, devido a alta concentracdo de antioxidantes
(TAYLOR et al., 2006).

Na elaboracdo de alimentos, o sorgo apresenta também vantagens
sensoriais, pois a sua coloragcdo n&o impacta negativamente na aparéncia dos
produtos e ainda possui sabor neutro, diferentemente de outros cereais, como
o milho, por exemplo. Além disso, por ser considerado fonte potencial de
compostos bioativos (AWIKA & ROONEY, 2004, DYKES et al., 2005; DYKES &
ROONEY, 2006), ha diversos programas de melhoramento genético, com
destaque para os trabalhos desenvolvidos pela Texas A&M University, que
objetivam selecionar gendtipos de sorgo visando aumentar o uso do cereal na
alimentacdo humana (AWIKA et al., 2005; AWIKA et al.,, 2009). No Brasil,
apesar do crescimento da producdo deste cereal, o sorgo ainda nao foi
incorporado pela industria de alimentos. No entanto, diversos trabalhos de

pesquisa vém sendo realizados pela Embrapa Milho e Sorgo ou em parceria
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com essa instituicdo, com o0 objetivo de avaliar o potencial de gendétipos

introduzidos no Brasil para emprego na alimentacdo humana.

1.2ASPECTOS NUTRICIONAIS

O valor nutricional do sorgo varia muito entre as cultivares e é semelhante
aos do milho e do trigo, sendo uma boa fonte de energia, carboidratos,
proteina, vitaminas e minerais. O valor energético total da farinha de sorgo &,
em média, 350 kcal/100 g. O amido € o principal componente do grdao de
sorgo, correspondendo a cerca de 80% de sua composi¢ao nutricional (DICKO
et al., 2006; QUEIROZ et al., 2011). As fibras correspondem a mais de 6%, as
quais sdo constituidas basicamente de arabinoxilanas, B-glucanas e lignanas
(DICKO et al., 2006).

O teor em proteinas situa-se entre 7 e 15%, sendo o perfil de aminoacidos
bastante variavel entre as cultivares, por influéncia genética e do local de
plantio. No entanto, as proteinas de sorgo séo deficientes em arginina, glicina,
tirosina, metionina e, principalmente, em lisina (QUEIROZ et al., 2011,
MORAES et al., 2012b).

Além disso, as proteinas do sorgo podem apresentar baixa
digestibilidade, devido a dois fatores: interacédo, principalmente com taninos, e
possibilidade de polimerizacdo das kafirinas ap6s cocc¢ao do cereal (DUODU,
et al., 2003; MORAES et al.,, 2012b). De acordo com a classificacdo mais
simplificada e baseada na solubilidade, as proteinas dos gréos de sorgo séo
divididas em kaferinas (prolaminas) e nao kaferinas, que representam as
albuminas, globulinas e glutelinas. As kafirinas perfazem cerca de 70 a 80% do
total de proteinas dos graos (WONG et al., 2009). Estas sdo mais hidrofobicas,
0 que facilita a formacéo de ligacdes dissulfeto intermoleculares, reduzindo a
digestibilidade proteica. ApOs coc¢ao umida do sorgo, a conformacao proteica
€ desfeita e a formacdo de ligacbes de dissulfeto se torna mais intensas
reduzindo ainda mais a digestibilidade (DUODU et al., 2003; WONG et al.,
2009).
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Os taninos sdo compostos fenolicos presentes em alguns genotipos de
sorgo. Estes compostos funcionam como fator de protecdo contra o ataque
pragas e passaros na lavoura. Mas em termos nutricionais, sdo capazes de
complexarem com proteinas, reduzindo em cerca de 5 a 30% a eficiéncia da
digestdo proteica (DYKES & ROONEY, 2006). No entanto, em todo o mundo,
cultivares sem tanino tém sido desenvolvidas e comercializadas.

Vale destacar que estudos in vitro demonstraram deficiéncia em lisina,
mas ao contrario do que se previa, o tratamento térmico dos cereais aumentou
a digestibilidade proteica (MORAES et al., 2012b). Ainda, trabalhos de Taylor e
Taylor (2011) sobre alimentos processados com sorgo modificado
geneticamente, nos quais houve supressdao de kaferinas, demonstraram
aumento da digestibilidade proteica.

Quanto aos lipidios, estes representam cerca de 3% da composicao
nutricional. As concentracfes dos principais acidos graxos variaram de 31,1 a
48,9% de acido oleico; 0,4 a 0,6% de palmitoleico; 27,6 a 50,7% de &cido
linoleico; 1,7 a 3,9% de linolénico; 1,0 a 2,6% de estearico e 11,7 a 20,2% de
palmitico (QUEIROZ et al., 2011).

O sorgo também é rico em vitaminas do complexo B e vitaminas
lipossoliveis e fonte de minerais como fésforo, potassio, enxofre, magnésio,
zinco e cobre (DICKO et al., 2006; QUEIROZ et al., 2011).

1.3 COMPOSTOS BIOATIVOS

Além da composi¢cdo nutricional, diversos estudos tém apontado os
beneficios a salde promovidos pelos compostos bioativos dos grdos de sorgo,
principalmente devido a elevada capacidade antioxidante (AWIKA & RONNEY,
2004; DYKES & ROONEY, 2006). Os compostos bioativos do sorgo incluem
taninos condensados, 3-deoxiantocianinas, &cidos fendlicos, fitostérois e
policosandis (AWIKA et al., 2005). Os teores de compostos bioativos em sorgo
variam de acordo com o gendtipo e com as condi¢des de cultivo. Geralmente,
0s sorgos de pericarpo preto apresentam os teores mais elevados de
compostos fendlicos, seguidos pelos sorgos de pericarpo vermelho, bronze e

amarelo (DICKO et al., 2005; DYKES et al., 2005).
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As antocianinas estéo presentes em grande quantidade no pericarpo dos
graos de sorgo. As mais comuns no sorgo sao as 3-deoxiantocianidinas, mais
especificamente, a luteolinidina e a apigeninidina, encontradas em maiores
quantidades em sorgos de pericarpo preto e avermelhado (AWIKA et al., 2004).
Esses compostos, por ndo conterem uma hidroxila na posicdo 3 do anel C,
apresentam boa estabilidade em diferentes valores de pH, o que permite o seu
emprego como corantes naturais em alimentos (DYKES et al., 2005).

As 3-deoxiantocianidinas podem estar na forma metoxilada ou néo
metoxilada. Taleon et al. (2012) relataram que as formas metoxiladas tém
apresentado forte atividade anticancerigena. Os pesquisadores encontraram
em sorgo de pericarpo preto, niveis de 3-deoxiantocianidinas variando de 2,51
a 8,04 mg/100 g de sorgo.

Os taninos estdo presentes no sorgo de testa pigmentada e estdo na
forma de taninos condensados. Os teores desses compostos variam entre as
cultivares em valores proximos de 33 a 49 mg equivalente de catequina em
graos integrais, sendo que em graos descortificados, esses valores sé&o
reduzidos em até 90%. Quanto a capacidade de inativar radicais livres,
certamente graos com tanino possuem maior atividade antioxidante (DLAMINI
et al., 2007). Vale destacar que grande parte dos gendtipos de sorgo
produzidos nos EUA n&o possui tanino. No entanto, 0s sorgos com tanino sao
menos atacados por passaros na lavoura e, portanto, a presenca de tanino
funciona como um controle natural de pragas.

Os acidos fendlicos em sorgo podem estar na forma livre ou conjugada e
incluem principalmente os acidos ferulico, cumarico, caféico e sinapico (HAHN
et al., 1983; AFIFY et al., 2012a; CHIREMBA et al., 2012). Hahn et al. (1983)
separaram no sorgo os acidos fendlicos livres e conjugados e verificaram que o
sorgo castanho continha uma maior quantidade de &cidos fendlicos em
comparacao com 0s graos de pericarpo branco e amarelo. Chiremba et al.
(2012) verificaram que sorgo duro também possui maior conteudo de acidos
fendlicos em comparacdo com o sorgo macio. Nos estudos conduzidos por
esses pesquisadores, os teores de acidos fendlicos totais em sorgos sem
tanino e de pericarpo vermelho foram em média de 41,40 mg/100 g de farelo

de sorgo de pericarpo duro e de 27,11 mg/100 g de farelo de sorgo de
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pericarpo macio. Na farinha refinada, ou seja, sem farelo, esses valores foram
de 1,73 mg/100 g de farinha proveniente de sorgo duro e 1,24 mg/100 g de
farinha proveniente de sorgo macio.

A correlacédo entre os teores de compostos fendlicos totais e a atividade
antioxidante ainda é controversa. Em alguns casos a literatura considera néo
haver esta correlagdo (MORAES, 2011), no entanto, em outros, houve
correlacdo positiva. Os sorgos que possuem tanino apresentam alto poder
antioxidante in vitro (DYKES et al., 2005; DLAMINI et al., 2007) e apresentam
boa eficiéncia biologica, pois mesmo complexados com proteinas mantém 50%
de sua atividade antioxidante (MORAES, 2011). J& os sorgos de pericarpo
preto sem tanino e com expressiva quantidade de antocianinas, também
apresentam boa atividade antioxidante (AWIKA et al., 2004). No entanto, o que
merece destaque € o fato de alguns genotipos sem tanino e com baixos teores
de compostos fendlicos apresentarem alta atividade antioxidante (MORAES,
2011).

A atividade antioxidante de extratos organicos de sorgo por meio de
testes quimicos tem sido relatada em varios estudos. Dykes e Rooney (2006)
compararam a atividade antioxidante, por meio do teste ORAC (capacidade de
absorver radicais de oxigénio), de sorgos com tanino e sem tanino com
pericarpo preto, vermelho e branco e compararam com extratos de frutas e
legumes (Tabela 1). Os resultados mostraram atividades antioxidantes
expressivas dos extratos de farelo e farinha integral de sorgo com tanino, assim
como dos extratos de farelo de sorgo preto e vermelho. No entanto, as
atividades antioxidantes dos extratos de farinha integral desse cereal foram
semelhantes ou até maiores que a de varias frutas e hortalicas.

Testes antioxidantes de extratos organicos de sorgo, com o radical ABTS
[2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico], comprovaram que o0s
extratos de farelo de sorgo vermelho tém maior poder antioxidante que os dos
extratos de sorgo branco e estes maiores que os dos extratos de farinha
integral dos respectivos gréos de pericarpo vermelho e branco (AWIKA et al.,
2005; CARBONNEAU et al., 2014). Da mesma forma, as pesquisas de Dlamini
et al. (2007) com radicais ABTS e DPPH indicaram que a atividade antioxidante

de extratos de farinha integral de sorgo foi maior que a de farinha refinada e
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que essa atividade foi maior nos sorgos com tanino em compara¢cao com 0s
sorgos sem tanino, indicando que 0s compostos antioxidantes estdo mais
concentrados no pericarpo dos graos e que 0s taninos possuem uma
expressiva atividade antioxidante, fato que também é confirmado por Awika et
al. (2003 e 2005), Dlamini et al. (2007) e Barros et al. (2013).

Tabela 1. Atividade antioxidante pelo método ORAC de farelo e farinha de
sorgo comparado com algumas frutas e hortalicas

Alimento ORAC
(umol TE*/g, peso seco)

Farinha integral de sorgo com tanino 868
Farelo de sorgo com tanino 3124
Farinha integral de sorgo com pericarpo preto 219
Farelo de sorgo com pericarpo preto 1008
Farinha integral de sorgo com pericarpo

vermelho 140
Farelo de sorgo com pericarpo vermelho 710
Farinha integral de sorgo com pericarpo branco 22
Farelo de sorgo com pericarpo branco 64
Mirtilo 842
Morango 402
Ameixa 495
Maca 295
Laranja 137
Brocoli 173
Cenoura 108
Cebola roxa 93

*TE: Equivante Trolox. Fonte: DYKES e ROONEY (2006).

Véarios estudos com extratos ou produtos derivados de sorgo tém
comprovado a capacidade de diminuir os niveis de lipoproteina de baixa
densidade (LDL), atividade protetora contra doencas cardiovasculares (CARR
et al., 2005), obesidade (AWIKA & ROONEY, 2004) e alguns tipos de cancer,
especialmente, do sistema gastrointestinal (TURNER et al., 2006; AWIKA et al.,
2009; YANG et al., 2012) e ainda a capacidade de inibir o processo inflamatério

decorrente de doencas degenerativas (CHUNG et al., 2011).
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No entanto, no Brasil, sdo praticamente inexistentes na literatura,
informacdes sobre compostos bioativos de grdos de diferentes gendétipos de

sorgo produzidos no pais.

1.4 SORGO GERMINADO

A germinacdo do sorgo é uma pratica comum em paises africanos. Os
grados germinados sdo empregados em alimentos para criancas em fase de
desmame, na fabricacdo de cervejas e de pratos tradicionais, como o “Hullu-
Murr” (ELKHALIFA & BERNHARDT, 2010). O processo de germinacao €
realizado fazendo inicialmente a imersédo das sementes de sorgo em agua por
cerca de 24 h. Em seguida, as sementes sdo germinadas durante 72 h a
temperatura ambiente. Depois de secos, a radicula e as folhas séo
manualmente removidas e o cotilédone moido (AFIFY et al., 2012b).

Como dito anteriormente, uma das limitagbes do uso do sorgo na
alimentacdo humana esta relacionado, principalmente, a indigestibilidade de
suas proteinas, especificamente das kafirinas. A germinacédo €, portanto, uma
alternativa tecnolégica, pois desencadeia processos enzimaticos, levando a
degradacdo de proteinas, carboidratos e lipidios em formas mais simples,
aumentando, assim, a biodisponibilidade dos nutrientes (ELKHALIFA &
BERNHARDT, 2010). Trabalhos tém sido publicados demonstrando a melhoria
na qualidade proteica apds a germinacdo do sorgo devido a maior solubilidade
das proteinas, a maior quantidade de aminoacidos livres e a diminuicdo das
kaferinas ligadas as gluteninas (AFIFY et al., 2012b). Além disso, a
germinacdo melhora as propriedades funcionais da farinha de sorgo,
promovendo maior estabilidade e maior capacidade de gelificagcdo e de
emulsificacdo (ELKHALIFA & BERNHARDT, 2010).

Pesquisas de Omary et al. (2012) demonstraram que 0s teores de
nutrientes, compostos bioativos e antinutrientes em cereiais germinados variam
com a espécie de cereal, com o tempo e a técnica de germinacdo. Embora os
estudos sejam divergentes, h& relatos de diminuicdo nos teores de proteinas
em sorgo germinado por 72 h ou mais. Estes autores atribuem a diminuicéo de

proteinas a perda de compostos nitrogenados durante a imersao e enxague em
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agua, etapas normalmente realizadas previamente a germinagcdo. Por outro
lado, em cinco dias de germinacdo, a digestibilidade de carboidratos é
aumentada em seis vezes e o conteudo de amino&cidos livres em quatro vezes
(CORREIA et al., 2008). Especificamente em espécies de Sorghum bicolor ha
um consideravel aumento de minerais, inclusive com a maior biodisponibilidade
de zinco e ferro (AFIFY et al., 2011). O conteudo de antinutrientes como &cido
fitico e tanino diminui durante o periodo de germinacdo (AFIFY et al., 2011,
OMARY et al., 2012). No entanto, em periodos longos, ha aumento de &cido
cianidrico, devido a degradacdo de glicosideos cianogénicos. Quanto aos
teores de polifendis, hd aumento consideravel em algumas espécies e em
outras, decréscimo (OMARY et al., 2012). Porém, segundo Dicko et al. (2005),

o conteudo de fendlicos totais ndo é afetado com a germinacgao.

2 AMINAS BIOATIVAS

2.1 DEFINICAO

As aminas bioativas ou biologicamente ativas sdo compostos organicos
nitrogenados que exercem importantes fungbes metabdlicas e fisiolégicas em
microrganismos, vegetais e animais (GLORIA, 2005). S&o bases nitrogenadas
de baixo peso molecular nas quais os hidrogénios da amdnia s&o mono-, di- ou
tri-substituidos por um grupo alquila, resultando, respectivamente, nas aminas
primérias, secundarias ou terciérias.

As aminas podem ser classificadas de diferentes formas. De acordo com
a quantidade de grupos amina, podem ser classificadas como monoaminas
(tramina e feniletilamina), diaminas (histamina, serotonina, triptamina,
putrescina e cadaverina) ou, ainda, poliaminas, como a espermina,
espermidina e agmatina (Fig. 3). Com relagéo a estrutura quimica, as aminas
bioativas podem ser classificadas em alifaticas (putrescina, cadaverina,
espermina, espermidina e agmatina), aromaticas (tiramina e feniletilamina) ou

heterociclicas (histamina, triptamina e serotonina). Algumas aminas ciclicas
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podem ser classificadas ainda como indolaminas (serotonina), e como
imidazolaminas (histamina).

De acordo com GLORIA (2005), as aminas bioativas também podem ser
classificadas, de acordo com a via biosintética, em aminas naturais, aquelas
qgue sao formadas durante a sintese de novo, ou seja, quando sao requeridas
no sistema vegetal ou animal. Podem também ser classificadas como
biogénicas, sendo aquelas formadas pela descarboxilagcdo de aminoécidos ou
pela aminacdo ou transaminacéo de aldeidos e cetonas. Como exemplos das
aminas naturais podem-se citar a espermina, espermidina e putrescina. A
histamina é uma amina natural presente nos mastocitos dos tecidos conjuntivos
ou nos basofilos sanguineos. Pode também ser uma amina biogénica, quando
resulta, por exemplo, da acdo de bactérias acido laticas de vinhos (PRESTES
et al., 2007).
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Figura 3. Estrutura quimica de algumas aminas bioativas. Fonte: GLORIA (2005).
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No entanto, a classificacdo mais usual das aminas bioativas é baseada na
funcdo fisiol6gica que exercem. Assim, as biogénicas sdo aquelas psicoativas,
neuroativas ou vasoativas, e as poliaminas sao aquelas que desempenham
uma importante funcdo no metabolismo celular, no crescimento e diferenciacéo
de organismos vivos (GLORIA, 2005).

Além das formas livres, uma variedade de aminas conjugadas tem sido
determinada em espécies vegetais. A conjugacdo entre &acidos
hidroxicinamicos, especificamente os acidos caféico, ferulico e cumarico com a
diamina putrescina e com as poliaminas, espermidina e espermina, sao as
mais abundantes no reino vegetal, ocorrendo preferencialmente nos 6rgaos
reprodutivos e sementes (BOUCHEREAU et al., 1999).

2.2 FORMACAO

Algumas aminas biogénicas nédo sao de ocorréncia natural, pois podem
originar da descarboxilagdo enzimatica de aminoacidos conduzida por
microrganismos intencionalmente inoculados no alimento, ou por
microrganismos deterioradores, resultante da contaminacéao do produto. Desta
forma, alguns pré-requisitos sdo indispensaveis para a sua ocorréncia, como a
presenca de aminodcidos livres como substratos da reagdo, a presenca de
microrganismos descarboxilase positivos e condi¢cdes propicias ao crescimento
bacteriano e a atividade da enzima (GLORIA, 2005).

A biossintese de aminas biogénicas ocorre através da descarboxilacdo de
aminoacidos por meio de reacdes dependentes da coenzima piridoxal fosfato
(PLP). Inicialmente ocorre a formacé&o de uma imina entre o carbono aldeidico
do piridoxal fosfato e o nitrogénio do aminoacido. Apos a descarboxilacdo do
composto formado, a imina é hidrolisada para a formacao da amina e o PLP é
reconstituido (Fig. 4). Essa reacgdo é tipica da sintese da histamina a partir da
histidina e da tiramina a partir da tirosina (Fig. 5).

Da mesma forma, a triptamina é formada a partir do triptofano, a
cadaverina da lisina e a agmatina da arginina (DEWICK, 2002; GLORIA, 2005).

Pode-se destacar ainda que a descarboxilagdo de aminoacidos pode ser
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realizada por enzimas de bactérias que contaminam os alimentos. Assim, a
presenca destes compostos no alimento pode determinar o grau de
deterioracdo do alimento ou o nivel de contaminacdo decorrente, por exemplo,
de manipulacdo inadequada (GLORIA, 2005).
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Figura 4. Reacdes envolvidas na sintese de aminas por meio da

descarboxilacdo de aminoacidos utilizando a coenzima piridoxal fosfato (PLP).
Fonte: DEWICK (2002).
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Figura 5. Formacao da histamina (A) e da tiramina (B) por meio de
descarboxilacédo dependente da coenzima piridoxal fosfato (PLP).
Fonte: DEWICK (2002).
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De outro modo, a formacdo de aminas pode ocorrer por meio da
aminacdo de aldeidos conduzidas por transaminases aldeidicas (Fig. 6)
(GLORIA, 2005).

OHC
o=

 L-Ala
“

Acido piravico

H.N o

Figura 6. Formacao de amina através de transaminacédo. Fonte: DEWICK
(2002).

A biossintese de poliaminas € um pouco mais complexa. Em animais e
fungos, apenas uma via, leva a formacao da putrescina, a descarboxilacdo da
ornitina por meio da enzima ornitina descarboxilase (ODC; EC 4.1.1.17). Em
alguns microrganismos e plantas, uma via alternativa para a producdo de
putrescina ocorre a partir da arginina, via arginina descarboxilase (ADC; EC
4.1.19), seguida da perda de dois grupos amino (Fig. 7) (WALTERS, 2003;
GLORIA, 2005).

Para que ocorra a conversao de putrescina (PUT) em espermidina (EPD)
e esta em espermina (EPM), uma série de reac¢des envolvendo transferases,
descarboxilases e sintetases acontecem paralelamente (Fig. 7). A metionina é
convertida em S-adenosil metionina (SAM) e, pela S-adenosilmetionina
descarboxilase (SAMDC), forma a S-adenosil metionina descarboxilada,
formando a EPD, pela espermidina sintase (EC 2.5.1.16), e, 0 mesmo
grupamento a EPD formando a EPM, pela espermina sintase (EC 2.5.1.22)
(WALTERS, 2003; GLORIA, 2005).

A regulacdo das poliaminas também & complexa e dependente de varios
fatores. Em animais, a concentracdo intracelular é regulada pela sintese de

novo, via ornitina descarboxilase e pela reconversédo e degradacéo oxidativa de
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poliaminas. A regulacao extracelular é dependente das poliaminas originarias
do limen intestinal via ingestdo de alimentos ou via metabolitos originarios das
bactérias presentes no intestino grosso (GLORIA, 2005).

Em estudos de transgenia em plantas, verificou-se que o nivel de
putrescina nas células era dependente das expressdes génicas das enzimas
ODC, ADC e SAMDC. WALTERS (2003) descreveu que o aumento da
expressdo dos genes que codificam a ODC e ADC leva a um aumento de
putrescina, embora na maioria dos estudos, esse aumento de putrescina foi
acompanhado por um pequeno incremento nos teores de espermidina e de
espermina. Segundo este autor, isso sugere que os niveis de EPD e de EPM

seguem uma regulacdo homeostatica.
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animais. Fonte: Adaptado de DEWICK (2002) e WALTERS (2003).
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Naka et al. (2010) demonstraram que algumas plantas ndo possuem o
gene que expressa a enzima espermina sintase e assim essas plantas néo

sintetizam a espermina e sim um isdmero, denominado de termoespermina.

2.3 CATABOLISMO DE AMINAS BIOATIVAS

Em muitos casos, a regulacdo do crescimento das plantas depende do
pool de aminas livres, 0 que ndo esta relacionado apenas com a sua sintese,
mas também com varios outros processos, que incluem o catabolismo de
aminas resultante da degradacédo oxidativa (deaminacdo), da conjugagéo e
transporte das poliaminas (BOUCHEREAU et al., 1999). O catabolismo de
aminas ingeridas na dieta se da, de um modo geral, por meio de reacfes de
acetilagéo e oxidac&o catalisadas pelo sistema enzimatico (GLORIA, 2005).

No catabolismo de poliaminas, as poliaminas oxidases (PAO; EC 1.5.3.3)
sdo as enzimas especificas para a degradacdo de poliaminas via oxidacdo do
grupo amino secundario, tendo FAD como cofator. A degradacdo da EPD
produz A;-pirrolina, 1,3-diaminopropano e peréxido de hidrogénio, enquanto
que a oxidacdo da espermina produz 1,3-diaminopropano e peroxido de
hidrogénio juntamente com 1,3-aminopropilpirrolina. Diaminopropano pode
produzir B-alanina (Fig. 8).

Em relacdo a putrescina, a enzima diamina oxidase, DAO (EC 1.4.3.6)
promove a deaminagdo dessa amina, podendo fazer o mesmo para a
cadaverina. A putrescina é ciclizada a A;-pirrolina, com a perda de amoénia e
peréxido de hidrogénio e posteriormente a 4-aminobutiraldeido. Este pode ser
oxidado para o acido 4-aminobutirico (GABA) por uma dehidrogenase NAD
pirrolina dependente (4ABD). Gléria (2005) destacou que essa enzima tem
sido encontrada em sistemas onde a atividade da DAO ou PAO esta presente.
O produto dessa reacao pode ser transaminado e resultar no acido succinico
através do ciclo de Krebs (Fig. 8). Embora haja controvérsia, alguns estudos
demonstram que pode haver também alguma conversdo de EPD e EPM em
putrescina por meio de acetilagbes das poliaminas promovidas pela
espermidina/espermina N-1-acetiltransferase (NAT; EC 2.3.1.57). As
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poliaminas acetiladas entram para o peroxissomo onde s&do oxidadas pela
poliamina oxidase (PAO, EC 1.5.3.11) (GLORIA, 2005; KALAC, 2014).

HoN(CHz)4NH2 HoN(CHa)4NH(CH2)3NH2 HaN(CHaz)3NH(CHz)4NH(CH2)3NH>
Putrescina Espermidina Espermina
+H;0
Q270N pag pao|.,O2 20 pao |02
Hz05, NH? N H,05 Hz0z
}H—CHQ
N | CH—CH
N A ?
CHy__CHz HoN(CHz)3NH5 H3N(CHo)3N |
Pirrolina 1,3-diaminopropano Ho—CH,
NAD+. HEE. 1-( 3-aminopropil)-pirrolina
PD
NADH v
HoN(CH5),COCH
HaN(CH;)2CHO B-alanina
4-aminobutiraldeido
NAD+, H20
~,| 4 ABD
NADH‘/

HsN(CH5)2COCH
Acido 4-aminobutirico (GABA)

GABAT

CHOgCH3);COOH ——— == HOOQC(CH5);COOH
Acido succinico

Figura 8. Catabolismo da putrescina e das poliaminas em plantas e animais.
Fonte: GLORIA (2005).

2.4. FUNCAO DAS AMINAS BIOATIVAS

Muitas aminas biogénicas como a serotonina, feniletilamina, tiramina,
histamina e triptamina fazem parte do metabolismo celular de humanos,
desempenhando vérias atividades fisiol6gicas, como controle da temperatura
corporal e do volume estomacal (BARDOCZ, 1995). A histamina e a
serotonina exercem fungdes no sistema nervoso central pela acdo nos
neurotransmissores. S&o também vasoativas, pois agem diretamente ou
indiretamente no sistema vascular. J& outras aminas biogénicas, como a
tiramina, triptamina e feniletlamina, causam um aumento da pressao
sanguinea pela constricdo do sistema vascular, aumento da frequéncia

cardiaca e da forca de contracdo do coracdo (GLORIA, 2005). Nos vegetais,
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as aminas biogénicas exercem a funcdo de protecdo da planta contra
predadores (VIEIRA et al., 2007).

Outra classe de aminas bioativas, as poliaminas, estdo envolvidas em
inimeros processos celulares, como na divisdo e diferenciacdo celular, na
sintese de acidos nucléicos e proteinas, na estabilidade de membrana, na
estabilizacdo de radicais livres, na resposta ao estresse e no prolongamento da
fase de senescéncia em frutas e vegetais (BARDOCZ, 1995; VALERO et al.,
2002; MOHAMED et al., 2011; KALAC, 2014). As poliaminas sédo importantes
no crescimento de organismos vivos devido a interacdo que exercem com
moléculas de DNA, RNA e proteinas, regulando e estimulando a sintese destes
compostos. Podem controlar e inibir a translagdo e regulacdo destes
compostos, estimular a associacdo da subunidade ribossémica e a sintese de
RNA e DNA, e reduzir a taxa de degradacéo do RNA (GLORIA, 2005).

As poliaminas também s&o importantes na estabilidade das membranas
celulares. O efeito protetor do leite materno para o intestino de recém-nascidos
pode ser explicado pelo seu alto conteudo de poliaminas. Foi comprovado que
a maturacao do epitélio intestinal de recém-nascidos é dependente do aumento
das taxas de ornitina descarboxilase, da atividade de S-adenosil-L-metionina
descarboxilase e da quantidade de putrescina, e das poliaminas espermidina e
espermina. As poliaminas reduzem a permeabilidade de macromoléculas,
como proteinas, na mucosa intestinal, prevenindo reacdes alérgicas, o que
facilita o processo de maturacdo do intestino e do sistema imunologico dos
recém-nascidos (GLORIA, 2005).

O poder antioxidante de algumas poliaminas também tem sido descrito
em varias pesquisas (BELLE et al., 2004; GLORIA, 2005, KALAC, 2014). A
espermina e espermidina tém sido indicadas como queladoras de radicais
livres (MENDONCA, 2009) e inibidoras da peroxidacéo lipidica (BELLE et al.,
2004).

Entretanto, a funcdo mais importante das poliaminas € agir na modulacao
da atividade de varios mensageiros intracelulares, como os hormdnios e fatores
de crescimento, o que as tornam indispensaveis para o metabolismo do
organismo humano (BARDOCZ, 1995; GLORIA, 2005). As necessidades de

poliaminas séo altas nos periodos de crescimento dos tecidos. Por exemplo,
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nas fases de crescimento rapido de criancas e adolescentes, na recuperacao
pés-cirargica, na cicatrizacdo de ferimentos, na regeneracdo do figado. No
entanto, em adultos saudaveis, a demanda de poliaminas ndo ¢é
comparativamente tao alta, apenas o suficiente para a reposicao celular e para
mediar a agdo dos hormonios e fatores de crescimento (GLORIA, 2005).

Da mesma forma, em plantas, as poliaminas estdo envolvidas em
diversos processos fisiolégicos, incluindo morfogénese, enraizamento, floragéo
e senescéncia (KALAC, 2014). Em batata, o aumento dos teores de
espermidina e espermina esta relacionado ao processo de formacdo do
tubérculo (MADER, 1995). Sementes de soja em germinagdo apresentaram
aumento de cerca de 7 vezes nos teores de aminas totais, com destaque para
as poliaminas (GLORIA et al., 2005). Da mesma forma, em sementes de milho
germinado, houve acréscimos expressivos de putrescina, espermina e
espermidina (BANDEIRA et al., 2012). De acordo com Gloria et al. (2005), os
vegetais germinadas podem conter niveis mais elevados de poliaminas, devido
a proliferacéo celular rapida durante as primeiras fases de crescimento e/ou ao
ambiente Uumido predominante durante a germinacdo, o que afeta o
desenvolvimento das sementes e favorece a descarboxilagdo de aminoacidos
devido a acao de enzimas microbianas.

Liu et al. (2006) demonstraram que o aumento dos niveis de etileno em
péssego coincidiu com a diminuicdo dos niveis de putrescina, espermidina e
espermina nos frutos. As sinteses de poliaminas e etileno tém em comum, um
precursor, a SAM. Existem evidéncias de que a biossintese de poliaminas é
inibida pela biossintese do etileno e vice-versa, em parte devido a fato de terem
0 mesmo precursor (BOUCHEREAU et al., 1999).

2.5 ASPECTOS TOXICOLOGICOS E EFEITOS ADVERSOS DA | NGESTAO
DE AMINAS BIOATIVAS

Em baixas concentracées, as aminas biogénicas sdo essenciais para
muitas funcgdes fisiologicas. No entanto, devido a propriedades psicoativas e

vasoativas, algumas aminas biogénicas, particularmente a tiramina e a
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histamina, podem ter efeitos tdxicos quando presentes na dieta em
Concentragdes muito elevadas. Casos de crises hipertensivas decorrentes do
consumo de alimentos ricos em tiramina tais como queijos maturados, vinhos e
cerveja ja foram relatados. Em concentracdes elevadas, a tiramina atua no
sistema adrenérgico e causa uma grande liberacdo de noradrenalina, o que
ocasiona hipertensdo. A histamina bloqueia os receptores nas membranas
celulares do sistema cardiovascular e de varias glandulas secretoras. Isso
estimula o coracdo causando a contracdo e relaxamento de varios musculos
lisos, estimulando o0s sistemas neuromotor e sensorial e controlando a
secrecdo do acido gastrico (GLORIA, 2005). Em decorréncia, surgem sintomas
como nauseas, falta de ar, palpitacdes cardiacas, ondas de calor, rubor facial,
dor de cabeca e crise de hipo ou hipertensdo (BARDOCZ, 1995).

Segundo Proestos et al. (2008), geralmente ingestdes de alimentos com
teores de 8-40 mg de histamina causam intoxicacéo leve, um pouco acima de
40 mg, intoxicacdo moderada e acima de 100 mg, intoxicacdo grave. Ja em
relacdo a tiramina, ingestdo acima de 100 mg costuma causar enxaqueca e
acima de 1080 mg, efeitos mais graves. Esse efeito toxico € potencializado
quando os individuos estdo em tratamento contra estresse, depressao, mal de
Parkinson e Alzheimer ou tuberculose e ingerem drogas inibidoras da enzima
monoamina oxidase (MAO). Da mesma forma, individuos com problemas
respiratorios, coronarios, com hipertensdo e deficiéncia da vitamina B12 sdo
mais sensiveis a pequenas doses das aminas biogénicas. Determinacdes da
European Food Safety Authority (EFSA) (2011) sdo de no maximo 50 mg de
histamina para individuos saudaveis. No entanto, esse limite deve ser mais
baixo caso o individuo possua intolerancia a histamina. O limite para tiramina €
de 600 mg para individuos saudaveis, que ndo tomam medicamentos que
inibbam a monoamino oxidase (MAO) e de 50 mg para aqueles que tomam
drogas que contenham inibidores de MAO de terceira geracao ou de 6 mg para
agueles que tomam medicamentos com inibidores MAO convencionais.

Putrescina, cadaverina, espermidina e espermina, ao contrario das
aminas biogénicas, ndo exercem efeitos toxicos diretos, mas podem competir

com enzimas desintoxificantes (HALASZ et al., 1994) e ainda podem reagir
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com o nitrito presente em alimentos e produzirem nitrosaminas volateis, que
sao compostos carcinogénicos (ONAL et al., 2013).

J& em relacdo as poliaminas, sabe-se que estas estdo envolvidas na
proliferacdo celular, mas essa propriedade pode ser negativa em relacdo ao
desenvolvimento de cancer. Tem sido demonstrado que 0 aumento dos niveis
de poliaminas esta associado ao aumento da expressao de genes que afetam
a invasao tumoral e a metastase (MOHAMED et al., 2011).

2.6 OCORRENCIA DE AMINAS BIOATIVAS EM ALIMENTOS

Diversas aminas bioativas sdo sintetizadas nos organismos Vivos e, por
isso, estdo naturalmente presentes nos alimentos, como em vegetais, carnes e
derivados do leite. Certamente as aminas putrescina, espermidina e espermina
estdo presentes em todos os alimentos, mas outras também podem ocorrer
naturalmente, como a feniletlamina, serotonina, triptamina, histamina,
cadaverina, agmatina, adrenalina, noradrenalina, octopamina, sinefrina e
aminas alifaticas volateis (GLORIA, 2005).

Estudos relatam a ocorréncia de tiramina em repolho, alface, chicoria,
rabanete, tomate, batata, cebolinha, espinafre, berinjela, abacate, banana,
ameixa, uva, framboesa, abacaxi, laranja, limao e tangerina, embora 0s seus
niveis em frutas sejam baixos, geralmente abaixo de 0,1 mg/100 g (GLORIA,
2005). As frutas sado particularmente ricas em putrescina, enquanto que
vegetais imaturos sao ricos em espermidina (VALERO et al.,, 2002). As
poliaminas sdo naturalmente encontradas em leite, carne e derivados,
geralmente em maiores teores que nos cereais, legumes e frutas (GLORIA,
2005; KALAC, 2014).

Sinefrina € um constituinte comum em derivados citricos, obtida
principalmente da casca e da parte comestivel de espécies do género Citrus
(PELLATI & BENVENUTI, 2007). Segundo GLORIA (2005), octopamina
também é comum em citrus, mas quantidades préximas a 24 mg/100 g foram
observadas em pimentdo. Altos niveis de noradrenalina e triptamina também

foram encontrados em sucos de laranja (HALASZ et al., 1994).
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Ja a serotonina € encontrada em baixos niveis em mamao, maracuja,
abacate, abacaxi, banana e em café. Cadaverina ocorre naturalmente apenas
nas plantas da familia Leguminosae. Em relacdo a histamina, niveis
significativos tém sido encontrados em diversos alimentos, mas em frutas e
vegetais 0s niveis sdo baixos, sendo a histamina especificamente encontrada
na familia Solanaceae (GLORIA, 2005).

A feniletilamina também é um constituinte natural de sementes de cacau
e, consequentemente, esta presente em seus derivados. Também € detectada
em repolho, beterraba, couve-flor, rabanete, cenoura, milho e banana.
Geralmente os seus niveis em frutas e vegetais estdo abaixo de 0,1 mg/100 g.
No entanto, niveis maiores foram encontrados no tubérculo rutabaga e uvas
(GLORIA, 2005).

Em cerveja, os teores de aminas variam e sdo dependentes do tipo de
matéria-prima utilizada, da tecnologia de fabricagdo empregada e da ocorréncia
de contaminantes no processo. Agmatina e putrescina sdo encontradas com
freqiéncia nesse produto, mas em altos teores, apenas a histamina e tiramina
foram detectados (GLORIA, 2005).

Em vinhos, putrescina, tiramina, histamina e feniletilamina podem ser
formadas e acumuladas durante o processamento e envelhecimento dessa
bebida, enquanto que os niveis de espermidina decrescem. Em alguns paises,
niveis maximos de histamina em vinhos séo recomendados. A Suica sugere o
méaximo de 10 mg/L, a Frangca 8 mg/L, a Bélgica 5 mg/L e a Alemanha 2 mg/L
(GLORIA, 2005).

2.7 METODOS ANALITICOS PARA A DETERMINACAO DE AMIN AS
BIOATIVAS LIVRES

Véarios métodos tém sido empregados para analisar aminas bioativas em
alimentos. Dentre eles, a cromatografia liquida de alta eficiéncia com
derivacéo pré ou pés-coluna tem sido a mais frequentemente empregada para
separacdo e quantificacdo desses compostos (ONAL et al, 2013).

Previamente a analise cromatografica, os compostos devem ser extraidos da
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matriz. Certamente a extracdo € uma etapa critica para a determinacdo de
aminas, sendo a metodologia a ser empregada nesse processo dependente do
tipo e natureza da amina e da matriz alimenticia a ser analisada (SARKER et
al., 2006; ONAL et al., 2013).

A extracdo pode ser realizada em meio aquoso, com agua a temperatura
ambiente ou aquecida. Geralmente, a extragdo de aminas livres em meio acido
tem sido preferida. Os acidos mais comumente empregados sdo os acidos
cloridrico (HCI), perclorico (HCIO,4) e tricloroacético (TCA) (ClsCOOH)
(SILVEIRA, 2008; ONAL et al., 2013). No entanto, o acido perclérico néo €
recomendado pelo fato de ser explosivo.

Em cereais, o0 &cido tricloroacético a 5% (m/v) tem sido o0 mais empregado
na extracdo de aminas bioativas livres. Este foi utilizado para extracdo de
aminas em milho, arroz, milheto e alguns derivados. A Tabela 2 apresenta
algumas condicdes empregadas para extracdo de aminas em cereais
graminaceos.

Para a separacdo e quantificacdo das aminas em matrizes alimenticias,
as cromatografias liquidas de ultra e de alta eficiéncia tém sido as mais
empregadas, sendo a CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia)
empregada em maior propor¢do. Como fase estacionaria, coluna de fase
reversa com grupos alquila octadecil (C18) ou octil (C8) tem sido utilizada.
Para a fase movel, os solventes mais comumente usados sdo agua, metanol,
etanol e acetonitrila (ONAL et al., 2013).

A deteccdo de aminas em matrizes complexas é dificil devido ao fato
destas geralmente estarem presentes em baixas concentracfes. Além disso, a
maioria das aminas ndo apresentam absorcdo na regiao ultravioleta (UV) e
nem fluorescem, tornando-se necessario um processo de derivacdo para
aumentar a absorbancia e, consequentemente, aumentar a seletividade e
sensibilidade da deteccdo (PROESTOS et al., 2008; ONAL et al., 2013). Pode-
se empregar derivagdo pré ou pos-coluna, ou seja, antes ou depois da
separacao cromatografica. O uso de derivacédo pos-coluna é recomendado por
ser o periodo de tempo, entre a formagdo do complexo e a deteccao, curto e
padronizado (PROESTOS et al., 2008). Para a reacéo de derivacao, ha relatos

do emprego de um dos seguintes reagentes: 4-cloro-3,5-dinitrobenzotrifluoreto
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(CNBF), 1,2-naftoquinona-4-sulfonato de soédio (NQS), 6-aminoquinolil-N-
hidroxisuccinimidil carbamato (AQC), acido 2,6-dimetil-4-quinolinocarboxilico
éster de N-hidroxisuccinimida (DMQC-Osu), fluorescamina, cloreto de 5-
dimetilaminonaftaleno sulfonila (cloreto de dansila) e orto-ftalaldeido (OPA),
sendo os dois ultimos, os mais empregados (GLORIA, 2005; ONAL et al.,
2013).

Tabela 2. Meétodos de extracdo utilizados para determinacdo de aminas
bioativas em cereais graminaceos

Cereal Acido extrator Centrifugacéo Referéncias

Arroz Cloridrico (1N) 23.100g a4 °C/20 mim Lefévre et al. (2001)
2.000 g/ 15 mim (sem

Arroz Tricloroacético (5%) Nishibori et al. (2007)
controle de temperatura)
Milho Perclérico (5%) 23.000g a4 °C/30 mim Cao et al. (2010)
Milho Tricloroacético (5%) 8.422ga4°C/20 mim Bandeira et al. (2012)
Arroz e trigo Perclérico (10%) 5.000g a4 °C/10 mim Cipolla et al. (2007)
Arroz, milho e

milheto Tricloroacético (5%) 4.000ga4°C/10 mim Nishimura et al. (2006)

A reacdo de derivacdo ocorre pela interacdo do grupo amino com o
reagente especifico (Fig. 9). O cloreto de dansila reage com aminas primarias
originando um produto de fluorescéncia amarela que pode se detectado em
pequenas quantidades em comprimentos de onda de 350 a 360 nm de
excitacdo e de 495 a 510 nm de emissdo. Ja o OPA, em meio alcalino, reage
com o grupo amino originando um composto fluorescente em comprimentos de
onda de 330 a 360 nm de excitagcdo e de 425 a 466 nm de emisséo
(CUSTODIO, 2006). A principal vantagem que o OPA apresenta em relagéo
aos outros reagentes derivatizantes € que este reage com aminas rapidamente
e possibilita a deteccéo de baixos niveis (PRESTES et al., 2007).

Apés a derivacdo geralmente se emprega deteccdo por
espectrofotometria de absorcdo molecular na regido do ultravioleta ou
espectrofluorimetria. No entanto, a deteccéo fluorométrica € mais sensivel que
a ultravioleta (ONAL et al., 2013). Em trabalhos mais recentes, a deteccéo por
espectrometria de massas (EM) tem sido utilizada. As técnicas

hY

cromatograficas acopladas a espectrometria de massas sao uma poderosa
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ferramenta para identificacdo e confirmacdo do analito, pois fornece
informacgdes como razdo massa/carga (m/z) do ion do analito e abundancia dos
dados, ou seja, propor¢cdo dos analitos na amostra. Esse método de detecgdo
€ mais sensivel em relacdo aos demais (HOFFMANN & STROOBANT, 2007;
ONAL et al., 2013).

(D —-—qb
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Cloreto de dansila Amina priméria Produto S/rOH B
0

R —_— 4%
HS —
M 1
e R4

orto-Ftaldeido Amina priméaria  2-mercaptoetanal Produto

Figura 9. Reacdo do cloreto de dansila (A) e do orto-ftalaldeido (B) com
aminas primarias. Fonte: Custddio (2006).

3 AMINAS CONJUGADAS

3.1 DEFINICAO

Na natureza, as aminas bioativas podem ocorrer como uma base
molecular livre, mas também podem estar associadas a outros compostos.
Entre estas formas conjugadas, as mais comumente encontradas sao as
poliaminas espermidina e espermina e a diamina putrescina. Devido ao fato de

serem moléculas basicas em pH fisiolégico, as poliaminas comumente
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interagem com macromoléculas, como acidos nucléicos, fosfolipidios e varios
tipos de proteinas, incluindo enzimas (MARTIN-TANGUY, 1997; RODRIGUEZ
et al., 2000; LIU et al., 2004). Essas interagfes sao importantes para regular a
estrutura e funcdo de macromoléculas tanto em sistemas biolégicos como para
a sua sintese in vivo. A associacdo com proteinas se da através de ligacbes
covalentes, catalisadas por uma classe de enzimas conhecidas como
transglutaminases, as quais estdo localizadas tanto dentro como fora das
células (MARTIN-TANGUY, 1997; LIU et al., 2006). No entanto, a forma mais
comum de conjugacdo das aminas € covalentemente ligada a pequenas
moléculas como aos &cidos hidroxicinAmicos, sendo detectadas em varias
plantas (Fig. 10) (MARTIN-TANGUY, 1997; WALTERS, 2003; ALCAZAR et al.,
2010). Estudos de metabolismo sugerem que o nivel de poliaminas nas células
€ regulado pela sintese, catabolismo e conjugacdo com o0s acidos
hidroxicinAmicos (ALCAZAR et al., 2010).
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Figura 10. Aminas conjugadas a acidos hidroxicinAmicos detectadas em
milho. Fonte: CHOI et al. (2007).
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3.2 OCORRENCIA

Uma variedade de aminas conjugadas € encontrada em espécies
vegetais. A conjugacao entre acidos hidroxicinamicos, especificamente com os
acidos caféico, ferulico e cumarico com a diamina putrescina e as poliaminas,
espermidina e espermina, sdo abundantes no reino vegetal, ocorrendo
preferencialmente nos érgaos reprodutivos e sementes (WALTERS, 2003). Na
Tabela 3 estdo apresentadas algumas aminas conjugadas ja detectadas em
diversas matrizes alimenticias. Além das aminas listadas na Tabela 3, outras
aminas tém sido encontradas conjugadas aos acidos fendlicos como a
octopamina, cadaverina, serotonina, triptamina, e noradrenalina (CASAL et al.,
2004; LY et al., 2008).

Tabela 3. Aminas conjugadas a acidos fendlicos comumente encontrados em
alguns alimentos

Aminas conjugadas Ocorréncia Referéncia

Diferuloilputrescina Milho Choi et al. (2007)
Cumaroil-feruloilputrescina
Dicumaroilputrescina

Cafecoiltiramina Café Son e Lewis (2002)
Cafecoildopamina

Dihidrocafecoilespermina Batata Parr et al. (2005)
Dihidrocafecoilespermidina

Dihidrocafecoil- Batata Narvaez-Cuenca et al. (2012)

dihidroferuloilespermidina
Dihidrocafecoilespermina
Dihidrocafecoilespermidina
Dihidrocafecoilespermina
Feruloiloctopamina

Cafecoilputrescina Berinjela Whitaker e Stommel (2003)
Dicafecoilespermidina
Feruloilputrescina Laranja Baldwin et al. (2010)
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3.3 BIOSSINTESE DE AMINAS CONJUGADAS

Como ja descrito no item 2.2, a biossintese da putrescina ocorre pela
descarboxilagdo da ornitina ou da arginina, sendo estas reacfes catalisadas
pela ornitina descarboxilase ou arginina descarboxilase. A espermina e a
espermidina sdo formadas a partir da putrescina (Fig. 7) (GLORIA, 2005).

Fenilalanina e tirosina sdo os precursores imediatos dos acidos fendlicos
cindmicos que incluem os acidos hidroxicinamicos. Em plantas, o primeiro
passo da biossintese é a eliminacdo da amodnia da fenilalanina, reacdo
catalisada pela fenilalanina aménia liase (PAL) formando o &cido cindmico. A
formacdo do &cido cumérico a partir da tirosina € mais limitada e comum
apenas na familia Graminae/Poaceae. Os outros acidos cinamicos sao

formados por meio de hidroxilagdes e metilacdes (Fig. 11) (DEWICK, 2002).
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Figura 11. Biossintese dos acidos hidroxicindmicos. Fonte: DEWICK (2002).

As aminas sdo conjugadas por uma ligacdo amida, na qual ésteres de
coenzima A (CoA) fornecem o grupo carboxil ativado. Ja a putrescina e a

espermidina sdo conjugadas por transferases distintas, que diferem em sua
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especificidade por meio dos derivados hidroxicinamoil-CoA. Desta forma, a
enzima putrescina hidroxicinamoil transferase (PHT; EC 2.3.1) catalisa a
transferéncia de acidos hidroxicindmicos entre a CoA e a putrescina (Fig. 12).
Assim, a reacédo entre cafecoil-CoA e putrescina produz uma amida do acido
hidroxicinamico denominada cafecoilputrescina (Fig. 12). A putrescina pode
formar mon6meros acidos sollveis ou dimeros acidos insoliveis com os acidos
cumarico, caféico e feralico (WALTERS, 2003).

i
Y C—S—CoA + NH3(CHz)sNH;
Putrescina
OH
OH PTH (™,
CoA-SH
C—N
H
OH

OH

Cafecoilputrescina

Figura 12. Reacdo de formacdo de uma amina conjugada. Fonte: WALTERS
(2003).

3.4 FUNCAO DAS AMINAS CONJUGADAS

Grande parte das pesquisas se refere ao estudo de poliaminas livres em
decorréncia de injarias por fatores externos. Esses compostos estédo
associados a patogenicidade em plantas, assim como a condi¢des de estresse
abiético. E sabido que o principal armazenamento de poliaminas ocorre
quando a planta sofre a falta de nutrientes ou estd exposta a choques
osmaoticos, ao estresse salino, as altas temperaturas ou a poluentes
atmosféricos (WALTERS, 2003).

Sabe-se também que a sintese de poliaminas conjugadas é
extremamente importante nos processos de desenvolvimento da planta, tais
como na inducdo floral, no processo reprodutivo e na formacédo da raiz
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(MARTIN-TANGUY, 1997; WALTERS, 2003). Também tém sido associadas a
resisténcia a doencgas, especialmente naquelas provocadas por fungos e virus,
além de protegerem o pélen dos danos dos raios ultravioleta (WALTERS,
2003).

A conjugacao das poliaminas pode regular suas interacbes com cations
inorganicos tais como Ca®*, os quais podem ser responsaveis pelo papel das
poliaminas na estabilizacdo das membranas. Por exemplo, a N-
cumaroiltiramina € um composto acumulado pelas plantas em resposta ao
ataque de patdgenos. O acumulo de N-cumaroiltiramina, em resposta ao
ataque de patdgenos, parece estar envolvido na fortificacdo da parede celular
de plantas (WALTERS, 2003).

Da mesma forma que para as poliaminas livres, em varios casos, a
producdo de aminas conjugadas esta associada a uma resposta do vegetal as
injurias abidticas ou a deficiéncia na nutricdo mineral. RODRIGUEZ et al.
(2000) sugeriram que existe um limite de troca entre as poliaminas conjugadas
e as livres e afirmaram que a conjugacdo com o0s acidos cinamicos pode ser
uma forma de regulacdo do pool de poliaminas livres nas células das plantas.
Também tem sido proposto que a conjugacdo pode ser um meio para a
translocacdo de poliaminas e que elas podem ser substratos preferenciais das
aminas oxidases. Ainda, esses compostos sdo bons substratos para
peroxidases em células vegetais. As peroxidases que utilizam aminas
conjugadas podem remover H,O, no apoplasto. As reacdes de conjugacgéo
podem regular as funcdes das poliaminas como, por exemplo, afetar suas
ligacbes e interacbes com proteinas, acidos nucléicos e fosfolipidios. Outra
possibilidade é que a conjugacao das poliaminas com grupos cinamoil poderia
ser importante na desintoxicagcdo de compostos fendlicos conhecidos por
inibirem o crescimento. Ainda, os acidos hidroxicinAmicos s@o antioxidantes e
o acumulo de fenilpropanodides poderia estar envolvido na prevencdo da
toxicidade por minerais (WALTERS, 2003). Foi proposto que o efeito protetor
de poliaminas exdgenas contra os danos da superoxidacdo é dependente da
conversao para as formas conjugadas.

Aminas conjugadas tém sido isoladas de plantas e o seu emprego

avaliado em diferentes areas terapéuticas. A propriedade antimelanogénica de
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aminas conjugadas foi comprovada por Okombi et al. (2006). Choi et al. (2007)
destacaram a atividade antioxidante e também antimelanogénica de diversas
aminas conjugadas isoladas de milho. Recentemente, Kim et al. (2014)
comprovaram o potencial de uma dessas aminas conjugadas, a DFP, como
agente antileucémico. Estudos em sistemas celulares de Hong et al. (2013)
demonstraram a alta atividade antioxidante de amidas fendlicas isoladas da
fruta de Tribulus terrestris, popularmente conhecida no Brasil como Cruz de

Malta, sugerindo uma acao antinflamatéria desses compostos.

3.5 METODOS DE ANALISE DE AMINAS CONJUGADAS EM ALI MENTOS

As poliaminas e a diamina putrescina conjugadas a acidos fendlicos sao
sollveis em agua e solventes de baixa polaridade (WALTERS, 2003). Desta
forma, as metodologias de extracdo utilizam, portanto, solventes de alta
polaridade. Para a extragdo das aminas conjugadas em graos de milho,
Moreau et al. (2002) e Choi et al. (2007) empregaram solu¢cdes aquosas de
etanol 80% e de metanol, com extrator com presséo de 69 bar por 10 mim em
temperatura de 40 e 100 °C, apés a remocdo das fracdes lipidicas com hexano.
Para extracdo desses compostos em batata também foram empregadas
solucdes de metanol de 50 a 70%, e em alguns casos, solucdes acidificadas
com 0,5% de &cido acético (PARR et al., 2005; NARVAEZ-CUENCA et al.,
2012) (Tabela 4).

Muitas vezes antes da quantificacdo é necessario realizar a purificacao
dos extratos visando a eliminacao dos interferentes. Essa etapa, geralmente, é
a que mais consome tempo, é trabalhosa e propensa a erros de analise
(SILVEIRA, 2008). A etapa de purificagdo reduz o limite de quantificagédo do
meétodo e evita interferéncias da matriz. Entretanto, a purificacdo extensiva dos
extratos pode resultar na perda parcial de alguns compostos e aumentar as
demandas de trabalho, o que gera aumento do custo. A purificacdo
inadequada pode conduzir aos efeitos adversos relacionados a qualidade dos
dados gerados, tais como co-eluicdo de componentes da matriz com picos do

analito de interesse, ocorréncia de picos falsos e quantificacdo incorreta.
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A extracdo liquido-liquido (LLE) é uma técnica de preparo de amostras
ainda muito utilizada. Essa extracdo é baseada no principio de que um soluto
ou analito pode distribuir-se em certa propor¢do entre dois solventes imisciveis,
sendo que um dos dois € normalmente agua (fase aquosa) e o outro um
solvente organico (fase organica). Na maior parte dos casos o analito pode ser
movido para a fase organica. O objetivo dessa técnica é a purificacdo do
extrato, enriquecimento do analito e melhoria da detec¢cao (CASAL et al., 2002;
SILVEIRA, 2008).

CASAL et al. (2002) testaram a técnica de extracao liquido-liquido para a
purificagcdo dos extratos de café. Foram testados os solventes orgéanicos: éter
de etila, butanol, butanol/cloroférmio e o par i6nico bis-2-etilhexilfosfato
(BEHPA), sendo este dltimo o mais eficiente. Para a purificacdo de aminas
conjugadas em milho, CHOI et al. (2007) empregaram extracéo liquido-liquido
com diclorometano, acetato de etila e n-butanol e MOREAU et al. (2002)
empregaram diclorometano a 40 e 100 °C para os testes de purificagao.

Em relacdo a quantificacdo de aminas conjugadas, a cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) € a mais empregada. Choi et al. (2007)
empregaram a CLAE utilizando colunas de silica contendo C18 para a
determinacdo de aminas conjugadas em farelo de milho. Os pesquisadores
empregaram ainda CLAE com fase ligada, empregado colunas de silica-gel
ODS-A e Sephadex LH-20. As aminas conjugadas de farelo de milho obtidas
por cromatografia foram caracterizadas em espectrofotometro UV e
infravermelho, em espectrometro de massas e de ressonancia nuclear
magnéetica.

As técnicas cromatograficas acopladas a espectrometria de massas sao
as mais empregadas, justamente porque as aminas conjugadas podem ser
identificadas pela razdo massa/carga (m/z), dispensando o emprego de
padrées comerciais ou sintetizados. A Tabela 4 apresenta varias metodologias
utilizadas na extracdo, quantificacdo e confirmacdo de aminas conjugadas em

alimentos.
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Tabela 4 - Métodos utilizados para determinacdo de aminas conjugadas em matrizes alimenticias

Amos- Solvente Purifica- Quantificagao em CLAE Detecgdo Referén-
tra extrator cao Coluna Eluente A Eluente B Fluxo loniza- Analisador Moldo de Faixa de cias
pL/mim dor lonizagéo deteccéo
Metanol (50%) NA Hypersyl Gold  Agua/Acetonitri-  Acetonitrila/ 400 ESI Triplo Negativo  150-1500 Narvaez-
Batata + hidroélise c18 la/acido acético acido quadrupolo m/z Cuenca et
alcalina (S0X21 99401 vivi)  acético al. (2012)
mm; 1,9 um) (100:0,1 viv)
Batata Metanol (70%) NA Phenomenex Agua/Acido Acetonitrila 700 ESI Triplo Positivo 50-1500 Parr et al.
C18 (250 x trifluoroacetico qguadrupolo m/z (2005)
4,6 mm x 3 (Lmmoll)
Hm)
Laran- Metanol/acido NA Waters XBridge  Agua/Acetonitri- 750 ESI Quadrupo-  Positivo  150-1600 Baldwin
ja perclérico (5%) Ciq(,}i? ;(36 la/acido férmico lo simples m/z etal.
Hm) (85:10:5 VIVIV) (2010)
Milho Etanol, Dicloro- Prevail C18 Agua Acido 200 FAB NA NA NA Choi et al.
metanol metano (150x 2,1 acético/me- (2007)
mm X 3 pum) tanol
(0,2% v/iv)
Berin- Metanol NA Phenomenex Metanol Agua/ NA ESI Triplo Negativo 150-600 Whitaker
gela C18 (250 x Acido quadrupo- m/z e
46 mm x5 fosforico lo Stommel
Hm) (0,01% Vv/v) (2003)

NA:n&o apresentado. FAB: Bombardeamento por atomos rapidos. ESI: lonizacdo por eletrospray.
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4 ACIDOS FENOLICOS

4.1 DEFINICAO

Os acidos fendlicos sdo metabdlitos secundarios, especificamente uma

subclasse de compostos fendlicos, que possuem na estrutura um grupo

funcional carboxilico e outro grupo fendlico, ou seja, um anel aromatico

substituido com pelo menos uma hidroxila.

Estes podem ser classificados

como acidos hidroxicindmicos ou hidroxibenzdicos. Também o anel fendlico

pode estar substituido em varias posi¢cdes por grupos hidroxilas e/ou metoxilas,

0 que distingue os diferentes compostos (Fig. 13).

Rs
R4
Ra
Rs
Ry
Ra

CO,H

CO,H

Acidos Hidroxicinamicos

R>=0H, &cido o-cumérico

R3=0H, 4cido m-cumarico

R4=0H, acido p-cumarico
R3=R4=0H, &cido caféico

R3=OCH3s R4=0OH, &cido ferulico
R3=Rs=0CH3; R4=0H, &cido sinapico

Acidos Hidroxibenzéicos

R3=0H, acido m-hidroxibenzdico
R4=0H, acido p- hidroxibenzéico
R3=R4=0H, acido protocatéquico
R3=0OCH3 R4=0H, &cido vanilico
R3=Rs=0CHj3; R4=0H, acido siringico

Figura 13. Estrutura de acidos fendlicos comumente presentes em plantas.

Fonte: LI et al. (2008).

4.2 OCORRENCIA

Os acidos hidroxicinamicos e hidroxibenzoicos e seus derivados estdo

largamente distribuidos em vegetais comestiveis (frutas, hortalicas e graos) de
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forma ndo homogénea, ou seja, nas diversas estruturas das plantas, sementes,
raizes, caules e folhas. Pequena fracdo desses acidos se encontra livre nas
estruturas dos tecidos vegetais. Normalmente estes estdo ligados na forma de
éster, éter e acetal a polifendis (flavonoides), a estruturas insolUveis mais
complexas como proteinas, taninos, celulose e lignina (ADOM & LIU, 2002;
ROOIS, 2003; ACOSTA-ESTRADA et al., 2014). Também s&o conjugados a
moléculas organicas soluveis de baixo peso molecular como glucose, acido
quinico, malico, tartarico e aminas (ROBBIS, 2003; CHOI et al. 2007; LI et al.,
2008). Sabe-se que as condicdes de cultivo e crescimento das plantas, como
temperatura, radiacdo solar, disponibilidade de agua e sais minerais, exercem
grande influéncia no teor de acidos fenolicos (ROBBINS, 2003; FERNANDEZ-
OROZCO et al., 2010).

Em cereais ha varios relatos da presenca de acidos fenolicos. Estes
compostos ligados as estruturas da parede celular de graos de sorgo e milho
foi relatada por Chiremba et al. (2012). Em trigo, os acidos fendlicos foram
detectados por Li et al. (2008) e Nicoletti et al. (2013) e em arroz por Shao et al.
(2014).

Pesquisas comprovam uma maior propor¢cdo de &cidos fendlicos na
fracdo insoluvel dos grdos, ou seja, ligados a compostos como celulose e
lignina (ACOSTA-ESTRADA et al.,, 2014). Os acidos fendlicos conjugados,
presentes na fracdo insollavel, correspondem a cerca de 75-80% do teor de
acidos fendlicos totais presentes nos graos, o restante é composto por acidos
fendlicos soluveis (LI et al.,, 2008; FERNANDEZ-OROZCO et al., 2010). Em
cereais, o0 acido feralico geralmente € o mais abundante tanto na fracdo soluvel
quanto na insoltvel. No entanto, os acidos sinapico, cumarico, caféico, vanilico
e siringico tém sido encontrados (LI et al., 2008; FERNANDEZ-OROZCO et al.,
2010; CHIREMBA et al., 2012; NICOLETTI et al., 2013; SHAO et al., 2014).

4.3 BIOSSINTESE DOS ACIDOS FENOLICOS

Os &cidos hidroxicindmicos séo originarios da via do chiguimato, como

descrito no item 3.3, na Figura 11. J& os derivados dos acidos benzoicos tém
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duas origens: a perda do acetato de um dos derivados dos acidos
hidroxicindmicos (Fig. 14) ou a formacédo do acido hidroxibenzoico a partir de
um dos intermediarios da via do chiquimato (Fig. 15) (HERRMANN, 1995;
DEWICK, 2002; ROBBINS, 2003).

4.4 METABOLISMO DOS ACIDOS FENOLICOS

De uma forma geral, 0 metabolismo de compostos fendlicos no trato
digestivo depende se estdo na forma livre ou conjugada. Se ligados a
acucares, a metabolizacdo depende inicialmente da quebra da aglicona. As
tecnologias de processamento de alimentos, como fermentacdo, maltagem,
extrusao e hidrolises acidas e alcalinas tém a capacidade de retirar os fendélicos
das estruturas mais complexas (ACOSTA-ESTRADA et al., 2014)

/Eg HSCOA NAD-

R =H, Acido p-cumdrico R =H,4- cumarml Coa

HECoA

R = MeO, Acido ferllico R =MeO, Feruloil-CoA ? Reacio de Claisen
H,0 CH,COSCoA
OSCoA
CO,H CHO CO,H
OH
- NAD+
R R R
OH OH OH
R = , R = H, Acido 4-hidroxibenzoico

R = H, 4-hidroxibenzaldeido
R =Me0, Vanilina

OH R = MeO, Acido vanilico

L-Tirosina

Figura 14. Biossintese de derivados dos acidos benzoicos a partir de acidos
hidroxicindmicos. Fonte: DEWICK (2002).
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COzH CO,H Eliminagio do  CO,H

Eliminagio do acido pirtvico
acido plruwco ©: ©/OH
)\COEH
OH

cogH

Acido 4-hidroxibenzoico Acido clorismico Acido isoclorismico Acido salicilico

Figura 15. Biossintese do acido p-hidroxibenzoico a partir do acido clorismico.
Fonte: DEWICK (2002).

Ja no trato gastrointestinal humano, existem diferentes vias de absorcao
dos acidos fendlicos. A hidrélise dos fendlicos conjugados solliveis ocorre nas
células da mucosa por meio das cinamoil esterases. Segundo Acosta-Estrada
et al. (2014), a absor¢céo de acidos hidroxicindmicos se d4 em maior propor¢ao
via as esterases presentes no intestino delgado na mucosa das células
epiteliais. Outra via de hidrdlise € por meio das lactases pirrolidinas hidrolases
da borda em escova que também podem hidrolisar os compostos fendlicos
conjugados sollveis. As agliconas formadas podem entdo ser absorvidas no
epitélio. Alguns fendlicos sao transportados para dentro dos enterécitos por
meio da proteina cotransportadora Na+/glicose, SGLT1. Ja& os compostos
fendlicos insoluveis resistem a digestdo do estbmago e do intestino delgado,
chegando intactos ao colon, onde as esterases e xilases dos microrganismos
irdo hidrolisar esses compostos insoliveis (ACOSTA-ESTRADA et al., 2014).
Liu (2007) propds que os beneficios dos compostos fendlicos de graos sdo
maiores em comparacao aos de frutas, devido a conjugacao desses compostos
com estruturas insolaveis, o que leva a sua metabolizagdo tardia no colon,
contribuindo para a prevencdo de cancer de célon e de outras partes do
sistema digestivo.

Assim, ha beneficios promovidos pelo consumo tanto de fendlicos na
forma livre, quanto conjugados na forma solavel ou insolavel. As formas
conjugadas insolluveis serdo benéficas na prevencdo de doencas do célon,
enquanto que as formas livres e conjugadas sollveis serdo rapidamente

absorvidas no intestino delgado e distribuidas através do sangue, promovendo

61



outros beneficios como, por exemplo, inibicdo da oxidacdo da lipoproteina de
baixa densidade (ACOSTA-ESTRADA et al., 2014).

4.5 FUNCAO DOS ACIDOS FENOLICOS

Nos vegetais, os acidos fenodlicos estdo associados a maturagdo e ao
desenvolvimento da cor (absorcdo de nutrientes, atividade enzimatica e
fotossintese), a sintese de proteinas e de componentes estruturais. Em
relagdo a alimentacdo humana, os acidos fendlicos, presentes nos vegetais,
além de estarem relacionados a qualidade nutricional, estdo relacionados as
propriedades sensoriais de cor, flavor, adstringéncia e dureza (ROBBINS,
2003).

Também para a saude humana, esses compostos tém agregado fungéo
antioxidante, prevenindo o surgimento de doencgas cronico-degenerativas.
Essa propriedade esta associada a capacidade do grupo fenol de doar o
hidrogénio da hidroxila aos radicais livres, estabilizando-os. Ainda, a presenca
de outras hidroxilas no anel fendlico ou de outros substituintes afeta essa
capacidade antioxidante. Testes quimicos, celulares e em vivo tém
comprovado a atividade antioxidante desses compostos (ZHAO et al., 2010;
CHUNG & CHAMPAGNE, 2011; PIAZZON et al., 2012; YANG et al., 2012; DU
et al.,, 2013; KILCI & GOCMEN, 2014; ZHANG et al.,, 2014). No entanto, o
exato mecanismo de absorcdo e de prevencdo de doencas relacionados a
esses compostos ainda necessita ser mais bem compreendido (ROBBINS,
2003).

Outras propriedades dos &acidos fendlicos tém sido descritas. Por
exemplo, o &cido caféico é um bloqueador seletivo na biossintese de
leucotrienos, componentes envolvidos em doencas imunoreguladoras como
asma e reacdes alérgicas (CHUNG & CHAMPAGNE, 2005). Estudos
demonstram também a capacidade antiviral do acido cafeico e de alguns de
seus derivados, sendo efetivos na terapia contra o Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV) tipo 1 (KING et al., 1999).
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Pesquisas relacionadas a atividade antioxidante de acidos fendlicos
extraidos de sorgo tém mostrado alta atividade antioxidante in vitro (AFIFY et
al., 2012a; LUTHRIA & LIU, 2013) e em estudos celulares (YANG et al., 2012).

4.6 METODOS PARA A QUANTIFICACAO DE ACIDOS FENOLIC OS EM
MATRIZES ALIMENTICIAS

Certamente o método de Folin-Ciocalteu € o mais largamente utilizado
para a quantificacdo de fendlicos totais e empregado como uma metodologia
prévia para a identificacdo de acidos fendlicos especificos. O método consiste
em reduzir em solucao alcalina, o fosfomobilidato presente no reagente a um
complexo de cor azul com leitura em uma faixa de 720 a 765 nm, conforme
descrito por Robbins (2003).

A extracdo de &cidos fendlicos de plantas e matrizes alimenticias
depende de véarios fatores como o0 método empregado, o tamanho da particula,
e a presenca de interferentes (SARKER et al., 2006). Geralmente os acidos
fendlicos estdo presentes nos vacuolos das plantas e podem ser faciimente
removidos por alcool e compostos organicos. No entanto a escolha das
substancias extratoras esta fortemente relacionada a forma como os acidos
fendlicos se encontram na matriz, livres ou ligados. Neste caso, a natureza
quimica e o peso molecular do composto conjugado ao acido fendlico, se
carboidrato, proteina, tanino, antocianina, ou amina, é determinante para a
escolha da substancia extratora (ROBBINS, 2003). Ainda, etapas adicionais,
como a saponificacdo com hidroxido de sodio, podem ser necessarias para a
remocgdo de ceras, gorduras e pigmentos. Assim, ndo h4 um procedimento
anico que possa remover todos os acidos fendlicos dos alimentos. Metanol,
etanol, agua, acetona e menos frequentemente, propanol sdo utilizados para a
extracdo desses compostos. A adicdo posterior de etil acetato € necessaria
para a remocao de flavonoides. Também €& comum realizar a hidrolise da
ligacdo éster ou éter, através do emprego de acido ou base concentrados, com
0 objetivo de romper a conjugacdo e facilitar a posterior quantificagdo e

identificacdo dos acidos fendlicos (Tabela 5).
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As principais variaveis a serem avaliadas na hidrélise quimica é a
concentracdo do &cido/base, o tempo e a temperatura de hidrélise. O
tratamento com acido quebra as ligacdes glicosidicas e liberam acucares, mas
deixam a ligacao éster intacta (ACOSTA-ESTRADA et al., 2014). O emprego
de acidos em temperaturas elevadas pode levar a perda de fendlicos. Ha
relatos de perda de &cido cumarico, ferulico e sinapico durante as reacdes de
hidrélise (ROBBINS, 2003). Na realidade, o emprego de hidrélise alcalina é
melhor que a acida, pois reduz a perda desses compostos. Por exemplo, a
hidrolise alcalina leva a perda de cerca de 5% dos acidos ferualicos, enquanto
gue na acida essa perda corresponde a cerca de 78%. Geralmente a hidrdlise
alcalina acontece a temperatura ambiente em processos que podem demorar
de 15 min a 24 h em concentracbes de 1 a 4 M de NaOH. Em seguida,
adiciona-se acido ascoérbico para prevenir a perda dos acidos fendlicos
(ACOSTA-ESTRADA et al., 2014).

Reac¢les enzimaticas para a remocao de carboidratos, celulose e lignina
também tém sido descritos, embora com menor frequéncia (ROBBINS, 2003;
ACOSTA-ESTRADA et al., 2014).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando coluna de fase reversa
C18 é certamente o método mais empregado para a separacao e quantificacdo
de acidos fendlicos extraidos de matrizes alimenticias (ROBBINS, 2003). Os
gradientes empregados utilizam uma fase aquosa e outra organica. A fase
aquosa é geralmente acidificada, a fim de suprimir a ionizacdo do &cido
fendlico e para evitar o alargamento do pico causado pela presenca simultanea
das formas protonadas e ionizadas desse analito (NICOLETTI et al., 2013).
Como fase movel organica comumente sdo empregados, metanol, acetonitrila
e menos frequentemente, propanol, butanol e acetato de etila (Tabela 5). A
deteccdo frequentemente é realizada na regido do UV-visivel com arranjo de
fotodiodos em comprimentos de onda que variam de 190 a 380 nm. Na Tabela

6 estdo apresentadas as faixas de absorcao de alguns acidos fendlicos.
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Tabela 5. Métodos utilizados para a determinacdo de acidos fendlicos livres e conjugados

Deteccéo

Quantificagdo em CLAE por DAD Deteccéo por Espectrometria de Massas
vtz e Modo Referéncia
Coluna Eluente A Eluente B A (nm) Iogi)zra- Analisador i(;jnei- (Ij:;zgggg
_ _ _ zacao
Arroz Metanol (80%) + RP 18 Agua/Acido  Metanol/Aci 280 ESI Quadrupo- Nega-  100-1000 m/z Shao et al.
hidrélise com (250x 4,6 acético do acético lo simples tivo (2014)
NaOH mm; 5 um) (0,1%) (0,1%)
Batata Metanol (80%) e Hydro-Rp80  Agua/Acido Metanol 326 - -- -- -- Grace et al.
doce  agua (1% acido A (250x4,6 férmico (100%) (2014)
acético) mm x 3 pm) (0,1%)
Jujubes Metanol Atlantis T3 Agua Metanol 280 -- - -- - Du et al.
(fruta) HCI 6 M (150 % 4.6 mm (100%) (2013)
NaOH 4 M
Etil acetato
Girassol  Acetona (80%)  ThermoBDS  Agua/Acido  Acetonitrila 280 TOF NA Nega-  100-1200 m/z Liang et al.
C18 (250 x formico (100%) tivo (2013)
46 mmx5 (0'2%)
pm)
Trigo Acetona (80%)  Amide C16  Agua/Acido  Acetonitrila 280 - - - - Fernandez-
NaOH 2 M (250x4,6 mm  acético (2%) (100%) Orozco
HCI 12 M X5 pm) (2010)
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Tabela 5. Métodos utilizados para a determinacéo de acidos fendlicos livres e conjugados (continua)

Detec-
Quantificagdo em CLAE ¢ao por Deteccao por Espectrometria de Massas
. Solventes DAD N
Matriz Modo Referéncia
extratores . . .
Eluente loniza- Analisa- de Faixa de
Coluna Eluente A A (nm) L ~
B dor dor ioni- deteccgéo
zacao
Trigo Etanol (80%) Pheno- Agua (2% Acetonitri- 254, 280 -- -- -- -- Nicoletti et al.
durum HCI12 N menex C18 &cido formico) la (100%) e 320 (2010)
Acetato de etila (250 x 4,6
mm X 5 pm)
Trigo  Etanol (80%) NaOH Amide C16 Agua (2% Acetonitri- 280 -- -- -- -- Li et al.
2M (250 x 4,6  acido acético) la (2008)
HCI12 M mm X 5 um)
Acetato de etila
Batata Metanol (2 mM Pheno- Agua (1 mM  Acetonitri- 220 ESI Triplo- Posi- 50-1500 m/z Defernez et
TFA) menex C18 de TFA) la (100%) Quadrupo tivo al. (2004)
(250 x 4,6 -lo
mm X 5 pm)
Sorgo Metanol (80%) ShimPack Agua (0,1% Metanol 320 TOF Quadru- Nega- 100-1500 m/z  Chiremba et
NaOH 2 M HR-ODS acido acético)  (0,1% de polo tivo al. (2012)
HCl6 M C18 (250 x acido
Acetato de etila 4,6 mm x 5 acético)
pm) )
Sorgo Metanol (70%) Luna C18 Agua (2% Acetonitri-  190-400 ESI Quadru- NA NA Svensson et
HCI2 M (250x 4,6  acido acético) la (50%) polo al. (2010)
Acetato de etila mm X 5 um)

NA: ndo apresentado. .DAD: Detector por arranjo de fotodiodos. FAB: Bombardeamento por atomos rapidos.

ESI: lonizagdo por eletrospray. TOF: Tempo de vdo. TFA: acido trifluoracético.
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Tabela 6. Regifes de absorcdo de acidos fendlicos no ultravioleta

Acido fendlico A max (nm)
Galico 217,272
Caféico 220, 240, 294, 326
Vanilico 219, 261, 294 a 320

Cumarico 226, 312 a 361
Ferulico 218, 236, 295
Sinapico 238, 326

Fonte: ROBBINS (2003).

5. ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM MATRIZES
ALIMENTICIAS

Nos Ultimos anos tem crescido o interesse pelas propriedades
antioxidantes de compostos extraidos de plantas devido ao fato dos radicais
livres estarem relacionados a diversas doencas e ao processo de
envelhecimento. As diferentes formas de oxigénio reativo provocam danos que
incluem a mutacdo do DNA, a oxidag&o de proteinas e a peroxidacao lipidica, o
que pode levar ao desenvolvimento de cancer, de diabetes, de arteriosclerose,
de inflamacbes e ao envelhecimento precoce (SILVA et al., 2005). Assim, o
estudo da atividade antioxidante de espécies de plantas, especialmente
daquelas que representam um papel relevante na dieta humana ou animal, tem
grande perspectiva de aplicacdo na promoc¢éo da saude humana.

Em alimentos, o processo quimico de deterioracdo de lipideos se da
basicamente de dois modos: por meio de reacdes hidroliticas, geralmente
promovidas por lipases préprias dos sistemas biolégicos e/ou por aguecimento
de alimentos em presenca de agua e por reacOes oxidativas resultantes da
interacdo do oxigénio com os lipideos (DAMODARAN et al., 2010). Nesse
caso, 0s acidos graxos insaturados, livres ou esterificados em triacilgliceréis e

fosfolipideos, decompfem-se provocando o aroma e sabor rangoso dos
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alimentos. O mecanismo de oxidacdo acontece em trés etapas: iniciacao,
propagacéao e término (Fig. 16). Na etapa de iniciagdo um atomo de hidrogénio
é retirado de um dos carbonos metilénicos do acido graxo, formando o radical
alquil. As reacdes iniciais tém alta energia de ativacdo e por isso nao
acontecem de forma espontanea. Para a sua formacéo ha a necessidade de
catalisadores, como: metaloproteinas, metais (Fe, Cu, Cr), energia luminosa e
pigmentos fotossensiveis. Na etapa de propagacgdo, os radicais livres
formados reagem com o oxigénio, formando um radical peroxil e este se
combina com outro acido graxo insaturado, provocando reacdes em cadeia. As
reacOes de propagacdo possuem energia de ativacdo baixa e por isso, ndo ha
como interrompé-las. O término ocorre com a combinacdo dos radicais livres,
alquil e peroxil, levando a formacédo de aldeidos, cetonas e hidrocarbonetos de
cadeia curta, responsaveis pelo odor caracteristico de ranco (DAMODARAN et
al., 2010). Vale destacar, que o0 estresse oxidativo acontece ndo sé em

alimentos, mas em todos 0s organismos expostos a ambientes oxigenados.

gH —= R + H° Iniciagcdo
_wR*+ Qy —== ROOC" Propagacgao

Roo° + RH — ROOH + R°

rRoO® + R° ROOR Término

ROO® + ROD® —— = ROOR + O3
R* + R°

RR

Figura 16. Esquema do mecanismo de oxidagcao de lipideos. RH = acido graxo
insaturado; R° = radical livre; ROO° = radical peroxil; ROOH = hidroperéxido.

Os antioxidantes sdo compostos capazes de inibirem a oxidacdo. Esses
podem reagir diretamente com os radicais formados, antes que os radicais
oxidem os &cidos graxos, inibindo, portanto a iniciacdo e a propagacgdo das
reacOes deteriorativas. Além disso, os antioxidantes efetivos tém a capacidade

de reagirem com os radicais livres e de produzirem radicais de baixa energia
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em virtude da deslocalizacdo por ressonancia. Os compostos fendlicos séo
eficientes como antioxidantes por essa propriedade. Além disso, a efetividade
dos compostos fendlicos como antioxidantes aumenta com a presenca de
grupos substituintes no anel fenolico (DAMODARAN et al., 2010).

Em relacdo aos ensaios para a determinacéo da capacidade antioxidante,
diferentes métodos quimicos podem ser empregados. Os métodos podem ser
classificados em dois grupos: métodos em que ocorre a transferéncia de
atomos de hidrogénio do antioxidante estabilizando um radical livre e métodos
nos quais ocorre a transferéncia de elétrons para reduzir um composto
qualquer, seja um radical, ions metalicos ou carbonilas, os quais sé&o
monitorados por alteracbes de coloracdo quando o oxidante é reduzido
(HUANG et al., 2005).

Os métodos de transferéncia de elétrons incluem: poder antioxidante
redutor do ferro (FRAP), reducéo do Cu (ll) (CUPRAC) e sequestro do radical
DPPH e do radical ABTS [2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico].
As reacOes de transferéncia de hidrogénio incluem o teste de Crocin, e
capacidade de absorver radicais de oxigénio (ORAC), inibicdo da oxidac&do do
acido linoleico. Outros métodos ndo incluidos nesses dois grupos sdao:
capacidade de antioxidante total (TOSC), quimioluminescéncia e
eletroquimioluminescéncia (HUANG et al., 2005).

Huang et al. (2005) sugerem que sejam escolhidos mais de um teste
quimico, ou seja, que sejam testadas varias condicbes de oxidacdo, em
decorréncia da complexidade da matriz alimenticia. Além disso, que sejam
medidos os produtos iniciais e secundarios da oxidacdo e testadas varias
concentracfes do antioxidante, quantificado o periodo de inducéo, e calculado
o ICso, definido como a quantidade de antioxidante necessaria para diminuir a
concentragéo do radical livre em 50%. Alguns desses métodos serdo descritos
a sequir.

O teste FRAP (poder antioxidante redutor do ferro) é baseado na reducao
do complexo 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina férrico [Fe(lll)-(TPTZ)?** para o
complexo ferroso de cor azul escura [Fe(ll)-(TPTZ)?]*" na presenca de um
antioxidante (Fig. 17). O composto formado pode ser avaliado em
espectrofotometro a 595 nm (HUANG et al., 2005).

69



[Fellll{TPTZ) 1% [FelINTPTZ) 1+

cor: azul-clara cor: azul-escura

Figura 17. Reducdo do complexo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) com
Fe**. Fonte: HUANG et al. (2005).

Um meétodo alternativo, que também avalia o poder antioxidante redutor
do ferro é baseado na reducdo do ion ferricianeto a ferrocianeto que na
presenca de ion férrico, proveniente do cloreto férrico, forma uma solucdo
colorida azul esverdeada (DOS SANTOS et al.,, 2007). O antioxidante ira
reduzir o ferro Il [Fe(CN)e]* a ferro Il [Fe(CN)g]* (Fig. 18).

—_—

Fe2+ + [Fe(CN)g]*- Fe3+ + [Fe(CN)g]+-

Figura 18. Reducéo do ion ferricianeto para ferrocianato na presenca do ion
férrico. Fonte: DOS SANTOS et al. (2007)

O método CUPRAC se baseia na variagdo da coloragdo dos complexos
de Cu?®" para Cu* devido & interacéo com o antioxidante em meio etanélico (pH
7,0) na presenca do reagente neocuproina (2,9-dimetil-1,10-fenantrolina) (Fig.
19). O complexo formado com o Cu® possui absor¢do na regido de 450 nm.
Segundo Gllgin (2012), o método CUPRAC possui as vantagens de ter baixo
custo, ser rapido, estavel e adequado para uma variedade de antioxidantes,
independentemente se este é hidrofilico ou lipofilico.

O poder de reducdo do provavel antioxidante também pode ser avaliado
pela reducdo do molibdénio. O ensaio baseia-se na reducéo de Mo (VI) para
Mo (V) pelo antioxidante da amostra e a subsequente formacdo de um
complexo verde de fosfato/Mo (V) em pH acido. A formacg&o desse complexo
pode ser determinada espectrofotometricamente a 695 nm (PRIETO et al.,
1999; HUANG et al., 2005).
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Figura 19. Reduc&o do complexo de Cu?* pela interacdo com o antioxidante.
HA: antioxidante. Fonte: GULCIN (2012).

O ensaio da reatividade face ao DPPH (1,1-difnil-2-picrilhidrazil) € um
procedimento comumente empregado na analise quimica do potencial
antioxidante em diversas matrizes. O DPPH é um radical livre estavel, capaz
de sequestrar um elétron ou um atomo de hidrogénio, tornando-se um
composto dificilmente oxidavel. Os estudos da capacidade antioxidante frente
a esse radical fundamentam-se na propriedade do DPPH de apresentar uma
forte absorcdo no espectro visivel, no comprimento de onda de 517 nm,
caracterizado por uma coloracdo violdcea intensa, devido a presenca de
elétrons livres. Quando o DPPH é colocado na presenca de substancias
capazes de sequestrar radicais livres, a absorcdo € inibida, resultando entéo
em uma descoloracdo estequiométrica em relagdo ao numero de elétrons
retirados.  Independente de qualquer atividade enzimatica, o grau de
descoloracao indica a capacidade de estabilizar o radical livre (Fig. 20). A
velocidade da reacédo e a capacidade de captar radicais dependem da altura do
pico e da taxa de desaparecimento da DPPH (HUANG et al., 2005).

A mudanca de coloracgéo é avaliada pela diminuicdo na absorvancia a 517
nm registada de modo continuo durante um certo tempo empregando um
espectrofotometro.

Os resultados do ensaio de DPPH tém sido apresentados de diversas
maneiras. A maioria dos estudos exprimem os resultados como o valor de 1Csp.
Este valor € calculado plotando-se em grafico a porcentagem de inibicdo

versus a concentracdo da solucéo teste. O calculo do valor de ICso requer a
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determinacao da cinética da reacédo entre o DPPH e diferentes concentracdes
do antioxidante (DAWIDOWICZ et al., 2012).

\_/ OzN @ O,N

—N+ Oz + A N —NA {:]2
O=M
2 DE
cor. vialeta escura cor: violeta clara

Figura 20. Mudanca de coloragdo na reacéo de estabilizagédo do radical livre
DPPH. A: antioxidante. Fonte: HUANG et al. (2005).

Comparado com outros métodos, o ensaio de DPPH tem a vantagem da
simplicidade e viabilidade (DAWIDOWICZ et al., 2012). Por isso, o método de
DPPH tem sido bastante empregado como um dos passos basicos de rastreio
para pesquisa de novos compostos antioxidantes extraidos com solventes
organicos a partir de diversas matrizes, inclusive alimenticias.

O teste do radical ABTS [2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin) 6-acido
sulfénico] € baseado na ativacdo de metilmioglobina com perdxido de
hidrogénio em presenca de ABTS para produzir um cétion radical. Na
preparacdo do ABTS® podem ser empregados diferentes oxidantes. Esse
cation radical possui uma coloracao intensa e a reagdo do antioxidante com o
radical ABTS reduz a intensidade dessa coloracdo. Normalmente os
resultados do teste do radical ABTS sao expressos como capacidade
antioxidante equivalente ao Trolox, um analogo soltuvel da vitamina E (HUANG
et al., 2005; GULCIN, 2012).

No teste ORAC (capacidade de absorver radicais de oxigénio) € medida a
capacidade do antioxidante frente a diversos radicais livres, ja que diferentes
radicais podem ser gerados: radical hidroxil, peroxil e o Cu?*. O antioxidante
reage com um indicador fluorescente, a fluoresceina sédica ou a B-ficoeritrina
(B-PE), sendo o indicador previamente misturado com o0 2,2-azobis
amidinopropano dihidrocloreto (AAPH), composto gerador de radicais livres,

que diminuem a fluorescéncia do indicador. O antioxidante reduz esses danos
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gerados. Assim, quanto maior for a capacidade antioxidante do composto,
maior a intensidade da fluorescéncia (GULCIN, 2012). A desvantagem do
método é que ele requer um espectrofluorimetro para condugéo das reacdes

Além dos testes quimicos, existem testes que avaliam a capacidade de
um determinado composto de estabilizar a oxidacdo induzida de lipideos.
Dentre eles, citam-se o teste Swift, que mede o indice de perdxido ao longo de
tempo e o método de avaliagdo da capacidade de estabilizacdo da oxidacao de
Oleos, determinado no equipamento Rancimat® (Metrohm AG, modelo 743,
Herisau, Suica) (MENDONCA, 2009).

O Indice de Estabilidade Oxidativa do Oleo (OSI), determinado no
equipamento Rancimat® tém sido bastante empregado pela facilidade de uso,
reprodutibilidade e baixo custo de operacdo (FARHOOSH, 2007). Um fluxo de
ar passa atraves do 6leo mantido sob aquecimento em temperatura elevada.
Sob estas condicdes de aceleragdo da oxidacdo, 0s processos oxidativos
iniciam produzindo hidroperéxido como primeiro produto. Em sequéncia, esse
composto € degradado até a producdo de acidos volateis de cadeia curta,
incluido acido acético e acido formico, os quais séo conduzidos para borbulhar
em &gua deionizada, solubilizando, e consequentemente, aumentando a
condutividade elétrica da agua, medida automaticamente ao longo do tempo.
Assim, a quantidade de amostra de o6leo, o fluxo de ar a ser injetado na
amostra e a temperatura de aquecimento do Oleo sdo parametros a serem
facilmente ajustados no Rancimat® (JAIN & SHARMA, 2011).

A partir da curva de condutividade elétrica versus tempo, constroem-se
duas paralelas que interceptam num ponto correspondente, na escala de
tempo, ao periodo de inducdo ou indice de estabilidade oxidativa. Abaixo
deste ponto, praticamente ndo existe formacdo de compostos da oxidac&o
(ANTONIASSI, 2001). A capacidade antioxidante de compostos pode ser
medida e comparada avaliando-se os fatores de protecdo de cada composto ou

extrato.
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PARTE EXPERIMENTAL

Para atender aos objetivos deste trabalho, o conteudo foi dividido em
capitulos equivalentes a cada um dos objetivos especificos.

Cada capitulo contém a metodologia empregada e os resultados obtidos.

O conteudo do trabalho estéa apresentado nos seguintes capitulos:

I. Aminas bioativas em sorgo: otimizacdo de método e influéncia dos
genotipos, tanino e estresse hidrico;

II. Influéncia da germinagcéo no perfil e teores de aminas bioativas em
sorgo;

. Perfil e teores de acidos fenolicos em sorgo;

IV. Aminas conjugadas em sorgo: método analitico e ocorréncia;

V. Atividade antioxidante de poliaminas, acidos fendlicos, aminas

conjugadas e extratos metandlicos de sorgo.
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CAPITULO 1 - AMINAS BIOATIVAS EM SORGO: OTIMIZACAO
DE METODO DE EXTRACAO E INFLUENCIA DOS GENOTIPOS,
TANINO E ESTRESSE HIDRICO

1 OBJETIVOS

Os objetivos deste capitulo foram: i) investigar a influéncia da
granulometria do sorgo triturado, do tipo de &cido extrator e do numero de
extragOes sucessivas, na recuperagao de aminas bioativas livres em amostras
de sorgo; e ii) determinar o perfil e os teores de aminas bioativas em alguns
genaotipos de sorgo, com e sem tanino e cultivados em ambientes com e sem

estresse hidrico.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

2.1.1 Amostras

Para os testes de extracao, foi utilizado um hibrido experimental de sorgo
desenvolvido pela Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG, Brasil. Todas as
extragOes foram realizadas em duplicata.

Para a analise da influéncia da presenca de tanino no grao sobre o perfil e
0s teores de aminas bioativas, foi realizado um estudo exploratorio com 22
genotipos de sorgo (Tabela. 1.1) desenvolvidos e cultivados nos campos
experimentais da Embrapa Milho e Sorgo em Nova Porteirinha, MG, a partir de
Junho até Outubro de 2010.
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A fim de avaliar a influéncia do cultivo do sorgo em ambiente com
estresse hidrico sobre o perfil e teores de aminas bioativas, foram utilizadas
amostras provenientes de cinco linhagens, denominadas de SC328, RTx2783,
SC103, SC42 e SC192 (Tabela. I.1). As plantas foram irrigadas por asperséo
durante 2 h, uma vez por semana. A partir do 50° dia em diante, apdés o
desenvolvimento foliar, a irrigagdo continuou apenas nas amostras controle até
o estadio de enchimento de grdo, enquanto que, apds o 50° dia de cultivo, as
amostras submetidas ao estresse hidrico, por falta de agua, ndo foram mais
irrigadas. As extracbes das aminas bioativas nessas amostras foram

realizadas em triplicata.

Tabela I.1. Caracteristica de cor do pericarpo dos genétipos de sorgo

Sem tanino Com tanino
Genotipos Cor Genatipos Cor

BRS310 vermelho BR9929026 bronze
SC1017 creme BAZ9504 marrom
SC566 bronze SC603 marrom claro
SC373 amarelo SC59 marrom claro
P898012 cinza SC224 marrom
SC1033 bronze CSM-63 cinza

SC22 creme SC574 marrom claro
RTx431 bronze SC115 marrom
SC214 bronze SC103 marrom
RTx2783 bronze SC328 marrom claro

SC42 marrom

SC192 amarelo

Todos os genotipos de sorgo foram cultivados com duas repeticoes de
campo. Os graos foram armazenados sob refrigeracdo (4 + 2 °C), apoés
fumigacdo com fosfina. As amostras provenientes de cada repeticdo foram
homogeneizadas, moidas e armazenadas a -18 °C até a determinacdo de

aminas bioativas.
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2.1.2 Reagentes, solventes e padrdes de aminas

Os reagentes utilizados foram de grau analitico, exceto os solventes
usados no CLAE (acetonitrila), que foram de grau cromatografico. As solucdes
foram preparadas com agua ultrapura obtida do Sistema Milli-Q Plus (Millipore
Corp., Milford, MA, EUA). As fases moveis foram filtradas em membrana de 47
mm de diametro e com tamanho do poro de 0,45 um (Millipore Corp., Milford,
MA, EUA), tipos HAWP e HVLP para solventes aguosos e organicos,
respectivamente.

Os padrdoes de aminas bioativas foram preparados com diidrocloreto de
putrescina (PUT), diidrocloreto de cadaverina (CAD), diidrocloreto de histamina
(HIM), hidrocloreto de tiramina (TIM), tetraidrocloreto de espermina (EPM),
trildrocloreto de espermidina (EPD), complexo sulfato creatinina agmatina
(AGM), hidrocloreto de 2-feniletlamina (FEM), hidrocloreto de 5-
hidroxitriptamina (serotonina — SRT), todos adquiridos da Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO, EUA).

2.2 METODOS

2.2.1 Delineamento experimental

Inicialmente foram levados em consideracdo dois fatores que poderiam
influenciar a extracdo de aminas do sorgo, dentre eles, a granulometria do
sorgo apOs moagem e o tipo de acido extrator (acido tricloroacético, 5% e acido
cloridrico, 1 mol/L). Posteriormente testou-se o numero de extracbes
consecutivas (3 e 4 extracbes). O delineamento experimental foi inteiramente

ao acaso com duas repeticbes cada.
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2.2.2 Estudo da influéncia do acido extrator, da gr anulometria e das

extragdes sucessivas na recuperacao das aminas bioa  tivas de sorgo

Os gréaos de sorgo foram submetidos a trituracdo em moinho de facas
(IKA All Basic, Alemanha) durante dois periodos de tempos: 10 e 20
segundos. Apds cada moagem, pesou-se 100 g do material, os quais foram
submetidos ao peneiramento nos tamises 4, 8, 16, 30, 50, 80 e 100 mesh, com
abertura das malhas de 4,75; 2,36; 1,18; 0,60; 0,30; 0,18 e 0,15 mm,
respectivamente. Para o peneiramento foi utilizado um agitador de peneiras
(SOLOTEST Industria e Comércio Ltda., Sdo Paulo, SP) com frequéncia de 15
hertz por 30 min. O diametro médio das particulas foi calculado segundo

orientacdes da ISO 2591:1988, por meio da equacéo (I.1).

Diametro médio das particulas = (d; x dy) %2 (1.1)
em que:
d;: didametro, em mm, da peneira com a maior massa retida, e

d,: didametro, em mm, da peneira com a segunda maior massa retida.

Para a extracdo das aminas do sorgo, foram pesados 5 g de cada
amostra moida e, em seguida, procedeu-se a extracdo adicionando-se 7 mL do
acido extrator. Na etapa de extracdo, foram empregados os acidos
tricloroacético a 5% e o cloridrico (1 mol/L) para avaliar a eficiéncia de
recuperacdo de aminas bioativas. Todas as extra¢cdes foram conduzidas em
duplicata, utilizando-se farinha de sorgo com e sem adicdo de solucéo
contendo dez aminas na concentracdo de 100 pg/mL, de forma a se obter
adicao de 20 mg de cada amina em cada 100 g da amostra.

As amostras foram agitadas em mesa agitadora (Tecnal TE — 140,
Piracicaba, SP) por 10 min, centrifugadas a 11.180 g a 4 °C por 21 min e
filtradas em papel de filtro qualitativo. A fim de se verificar a influéncia de
extracOes sucessivas, foram testadas trés e quatro extracdes consecutivas. Os

filtrados foram combinados e o volume final registrado.
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2.2.3 Determinacao de aminas bioativas por CLAE-par  ibnico

Todos os extratos obtidos foram filtrados em membrana HAWP de 13 mm
de diametro e 0,45 um de tamanho do poro (Millipore Corp. Milford, MA, EUA).
As aminas foram determinadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia por
par ibnico, empregando derivacdo pos-coluna com o-ftalaldeido (OPA) e
deteccdo fluorimétrica (BANDEIRA et al., 2012).

A andlise foi efetuada em cromatografo liquido de alta eficiéncia (Modelo
LC-10 AD, Shimadzu, Kioto, Japdo) conectado a detector espectrofluorimétrico
(RF-10 AXL) a 340 e 450 nm de excitacdo e emisséo, respectivamente.
Utilizou-se coluna de fase reversa Nova pak® C18 (3,9 x 300 mm, 4 um)
(Waters, Milford, MA, EUA). Duas fases moveis foram empregadas em
gradiente de eluicdo: (A) 0,2 mol/L de solucdo padréo de acetato de sodio (pH
4,9) com 15 mmol/L de octanosulfonato de sédio e (B) acetonitrila a um fluxo
de 0,5 mL/min segundo o gradiente apresentado na Tabela I.2. O reagente de
derivacdo consistiu de 1,5 mL Brij-35, 1,5 mL mercaptoetanol e 0,2 g de o-
ftalaldeido dissolvido em 500 mL solucdo de acido boérico a 5% (m/v) e KOH a

4,4% (m/v) (pH 10.5). O reagente de derivacéo foi bombeado a 0,3 mL/min.

Tabela 1.2. Gradiente de eluicdo das fases moveis acetonitrila e solucao
tampdo acetato de soédio:octanossulfonato de sodio por CLAE para
determinacao de aminas bioativas livres

Tempo (min) Solucdo tampéao (%) Acetonit rila (%)
0,1 85 15
1 94 6
16 74 26
22 84 16
26 67 33
27 82 18
30 62 38
315 85 15
68 85 15

A identificagdo das aminas foi feita por comparacéo do tempo de retencdo
dos picos das aminas na amostra em relacdo aos da solucéo padréo e também

pela adicdo de solugcdo da amina suspeita a amostra. O calculo da
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concentracdo das aminas foi feito por interpolacdo nas respectivas curvas

analiticas.

2.2.4 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade,
utilizando o programa SISVAR, verséo 5.3 (UFLA, Lavras, MG, Brasil).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 GRANULOMETRIA DO SORGO APOS MOAGEM

Por meio das massas de sorgo moido, retidas em cada peneira, verificou-
se que o diametro médio das particulas apés moagem de 10 e 20 segundos foi
de 840 pum e 420 um, respectivamente. Esses valores correspondem a
particulas que passaram em peneiras de abertura de 16 e 30 mesh,
respectivamente.

A granulometria do sorgo ap0s moagem € um parametro importante que
influencia a etapa de extracdo e subsequente quantificacdo de aminas
bioativas. A reducgédo do tamanho dos gréos de sorgo pode facilitar a extracao
de solutos, devido ao aumento da area de contato disposta entre 0s gréos e o
agente extrator (SARKER, 2006). Esse fato também foi comprovado por
Silveira (2008) que, ao avaliar a recuperacédo de aminas bioativas em amostras
de café, verificou diferentes valores de recuperagédo de acordo com o diametro
das particulas de café moido.

3.2 INFLUENCIA DO ACIDO EXTRATOR, DA GRANULOMETRIA E DE
EXTRACOES SUCESSIVAS NA RECUPERAGCAO DAS AMINAS BIOA TIVAS
EM SORGO
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Segundo a Comunidade Européia (EC, 2002), para a determinacédo de
analitos em matrizes alimenticias na concentragdo de 20 mg/100 g, as
recuperacoes devem estar entre 80 e 110%. Assim o TCA a 5% foi eficiente
para extrair oito das dez aminas analisadas. As excec¢des foram serotonina e
triptamina que apresentaram recuperacdes abaixo de 50%.

Quando o TCA a 5% foi empregado na extracdo, o tamanho de particula
da amostra nao influenciou na recuperagao das aminas (Tabela 1.3). Quando o
HCl a 1 mol/L foi empregado em sorgo moido a 420 um, as recuperacdes
foram menos eficientes em comparacdo com o TCA a 5%. Ja quando o HCl a
1 mol/L foi empregado em sorgo moido a 840 um, as recuperacbes de
histamina e cadaverina foram significativamente menores em comparagédo com
o extrator TCA a 5%.

Assim, decidiu-se avaliar o numero de extracbes consecutivas
empregando TCA a 5%. Por meio da analise estatistica dos dados foi
verificado que o numero de extracdes consecutivas ndo influenciou a
recuperacdo das aminas, mas apenas trés extracdes consecutivas resultaram
em recuperacdes dentro dos limites estabelecidos pela Comunidade Européia
(EC, 2002) (Fig. I.1).

Recuperagio (%)

140
| 03 0O4 exiragdes

120 ---:I? -----------------------------------------------------
4_ -
100 : T
._----_______-__.T. 1. J__?[_"l' 0 B~ —_—

30

60

40

20

0

EPD EPM PUT AGM CAD HIM TIM FEM
Aminas

Figura 1.1. Porcentagem de recuperacdo de aminas bioativas extraidas de

sorgo moido (granulometria de 420 pm) empregando extrator TCA a 5%.
EPD=espermidina; EPM=espermina; PUT=putrescina; AGM=agmatina; CAD=cadaverina;
HIM=histamina; TIM=tiramina; FEM=feniletilamina.
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Tabela I.3. Porcentagem de recuperacdo de aminas livres extraidas de sorgo e adicionadas de 20 mg/100 g de solucéo padréo
de dez aminas empregando dois acidos (acido tricloroacético — TCA e acido cloridrico — HCI), dois tamanhos de particulas (420 e
840 um) e trés extracbes sucessivas

Tamanho ] .
Extrator i Recuperacao (%) de aminas (+ desvio padréo)
) particula
acido
(um) EPD EPM PUT AGM CAD HIM TIM FEM
5% TCA 420 109,9+5,03  108,0+10,81* 101,7+5,29® 956 +3,07% 96,6 +2,29°  101,9+3,55%° 94,9 + 4,47°% 84,1 +3,17%
840 126,7 + 2,23 127,0+2,03%  106,2+1,42® 102,4+3,54° 100,6 +3,68% 106,6 +4,51° 102,1+2,66% 90,6 +1,74%
1 mol/L HCI 420 95,0 + 6,42 84,7 +11,28° 78,1 +1,83" 64,9 +3,11° 32,4 +1,38° 57,5 + 2,06° 68,5+ 5,31" 62,3 +4,51°
840 104,5 + 6,17 94,0+2,73®  108,5+1,39° 93,0+ 1,76 49,5 + 3,85° 94,6 + 6,26" 99,5 + 2,432 90,5 + 3,40°

Médias seguidas de letras diferentes em uma mesma coluna indicam diferenca significativa (Teste de Tukey, p < 0,05).
EPD=espermidina; EPM=espermina; PUT=putrescina; AGM=agmatina; CAD=cadaverina; HIM=histamina; TIM=tiramina; FEM=feniletilamina.
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3.3 PERFIL E TEORES DE AMINAS BIOATIVAS LIVRES EM SORGO

Dentre as dez aminas investigadas, apenas as poliaminas espermidina e
espermina e as diaminas putrescina, cadaverina foram encontradas nas
amostras de sorgo estudadas. A amina predominante foi em alguns gendétipos
a espermina, seguida da espermidina e em outras, a espermidina seguida da
espermina. A putrescina foi a terceira amina mais abundante. A cadaverina foi
detectada em poucas amostras (Tabela 1.4).

Os teores totais de aminas bioativas nos 22 gendtipos de sorgo variaram
de 0,58 a 4,14 mg/100 g (média, 2,50 mg/100 g). Os niveis de espermidina
variaram de 0,05 a 1,87 mg/100 g, de espermina de 0,3 a 2,71 mg/100 g.
Putrescina foi detectada em 70% das amostras no teor maximo de 0,72 mg/100
g. Ja a cadaverina esteve presente em apenas trés amostras, em pequenas
quantidades, no maximo 0,06 mg/100 g (Tabela 1.4). Esses resultados
permitem concluir que o sorgo é uma fonte potencial de poliaminas, visto que
em outros cereais esses valores sao bem menores (KALAC, 2014).

As poliaminas, segundo os resultados, corresponderam de 60 a 100% das
aminas presentes nos genotipos estudados. A espermina contribuiu em média
com 54,5% do total de aminas no sorgo e a espermidina com cerca de 36%. A
contribuicdo da putrescina foi pequena, e a da cadaverina, menor que a da
putrescina.

N&o foram encontrados dados de aminas livres em amostras de graos de
sorgo. Os Unicos trabalhos relatam pesquisas de poliaminas em folhas e
raizes de sorgo (ERDEI et al., 1996; YIN et al., 2014). Espermina, espermidina,
putrescina e agmatina foram detectadas nas folhas, enquanto que espermina,
espermidina e putrescina foram detectadas nas raizes. Espermina foi
predominante nas folhas (50-70% do total de poliaminas), entretanto
espermidina foi a amina mais abundante nas raizes (50-65% do total das
poliaminas). De acordo com esses autores o acumulo de poliaminas nas folhas
e raizes é proporcional ao estresse osmaotico.

Em outros cereais graminaceos ha também predominio de espermina,
espermidina e putrescina nos graos, embora o0s niveis de espermina e
espermidina sejam na maioria das vezes, ligeiramente menores que no sorgo.

Esse fato foi observado por Cao et al. (2010) em sementes de arroz maduras.
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Os teores de putrescina e espermidina decresceram durante a maturacao das

sementes enquanto as concentracdes de espermina aumentaram.

Tabela |.4 - Teores médios de aminas bioativas livres em diferentes genétipos
de sorgo com e sem tanino

Genotipos Aminas (mg/100 g)
de sorgo Espermidina  Espermina Putrescina Cadaverin a Total
Sem tanino
BRS310 1,29 1,27 0,25 Nd 2,81
SC1017 1,09 2,71 0,27 Nd 4,07
SC566 0,76 1,66 0,14 0,05 2,61
SC373 0,48 1,64 0,07 Nd 2,19
P898012 0,63 2,29 0,15 Nd 3,07
SC1033 0,79 2,40 0,27 0,06 3,562
SC22 1,37 2,18 0,59 Nd 4,14
RTx431 0,70 2,06 0,21 0,05 3,02
SC214 1,07 1,89 0,20 Nd 3,16
SC42 0,99 0,36 0 Nd 1,35
SC192 1,87 1,03 0,65 Nd 3,55
RTx2783 0,51 0,82 0 Nd 1,6

Média (+ dp) 0,96 +0,36 1,69 +0,70° 0,23 +0,23 0,05+ 0,08 2,92+1,39°

Com tanino

BR9929026 0,70 1,87 Nd Nd 2,57
BAZ9504 0,68 0,89 Nd Nd 1,57
SC603 1,15 0,37 0,21 Nd 1,73
SC59 0,76 0,96 Nd Nd 1,72
SC224 1,39 0,95 0,72 Nd 3,06
CSM-63 1,02 1,74 0,20 Nd 2,96
SC574 0,05 0,30 0,23 Nd 0,58
SC115 0,68 2,20 0,08 Nd 2,96
SC328 0,84 0,63 0,08 Nd 1,57
SC103 0,63 0,83 0,09 0 1,55

Média (+ dp) 0,79+041 1,07+065° 0,16+0,22 0 2,03+1,23°

Nd = ndo detectado. Limite de quantificacdo: 0,04 mg/100g. Médias seguidas de letras
diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (Teste de Tukey, p < 0,05).

Cippola et al. (2007) encontraram em grdos de trigo, niveis de
espermidina proximos a 1,50 mg/100 g, espermina de 0,73 mg/100 g e
putrescina de 0,53 mg/100 g. Outros estudos com trigo reportaram niveis de
espermidina de 1,58 mg/100 g, espermina de 0,45 mg/100 g e putrescina de
0,35 mg/100 g (MOHAMED et al., 2011). Em milheto os niveis de espermina e
espermidina também foram proximos de 1 mg/100 g e de putrescina proximos
a 0,2 mg/100 g (NISHIMURA et al., 2006). Bandeira et al. (2012) encontraram,
em pesquisas com milho, teores de poliaminas proximos ao do sorgo: 2,79
mg/100 g para a espermina, 1,9 mg/100 g para a espermidina e 0,51 mg/100 g
para a putrescina. Assim como no sorgo, também nas sementes de milho, os

teores das poliaminas espermina e espermidina e da putrescina
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corresponderam a uma grande fracdo do teor total de aminas, sendo a
espermina a amina mais abundante. No sorgo a espermina foi mais abundante
para algumas linhagens, SC103 e RTx2783, enquanto que em outras, SC328,
SC42 e SC192, a espermidina foi a amina predominante (Fig. 1.2).

A evidéncia de que os teores de putrescina sdo sempre menores que 0S
de espermina e de espermidina em sementes maduras de cereais da familia
Poaceae pode ser explicada pelo fato da putrescina ser o composto precursor
das poliaminas espermidina e espermina. Sabe-se que estas poliaminas séo
sintetizadas pela subsequente adicdo de um grupo aminopropil a putrescina e
espermidina, respectivamente (BOUCHEREAU et al., 1999; GLORIA, 2005).

3.4 PERFIL E TEORES DE AMINAS BIOATIVAS EM SORGO C OM E SEM
TANINO

Os gendtipos de sorgo sem tanino apresentaram teores significativamente
mais altos de aminas que o0s genotipos com tanino. Os teores totais de aminas
em sorgos sem tanino variaram de 1,35 a 4,07 mg/100 g (média 2,92 mg/100
g), estatisticamente maiores que nos sorgos com tanino, cuja variacao foi de
0,58 a 3,06 mg/100 g (média 2,03 mg/100 g). Espermina e espermidina foram
detectadas em todas as amostras, sendo 0s niveis de espermina nas amostras
de sorgo sem tanino significativamente maiores, variando de 0,36 a 2,71
mg/100 g. Nos genotipos com tanino, os valores de espermina variaram de
0,30 a 2,20 mg/100 g. Para as demais aminas detectadas, ndo houve
diferenca significativa entre os teores médios das amostras com e sem tanino,
sendo a cadaverina detectada em apenas trés amostras de sorgo sem tanino
(Tabela 1.4).

A contribuicdo de cada amina para o teor total também foi diferente entre
0S genodtipos com e sem tanino. Nos gendtipos com tanino, espermina
contribuiu com 49,8% e espermidina com 40%, e a putrescina com apenas
10,2%. Entretanto, nos gendtipos sem tanino, houve maior predominancia de
espermina (60%) seguida de espermidina (31,7%) e de putrescina (7,8%).

Com base nos resultados, verifica-se que sorgos sem tanino tém niveis

maiores de aminas comparados aos sorgos com tanino. Assim, com base nos
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resultados obtidos e partindo-se do fato de que as poliaminas sdo compostos
com propriedades antioxidantes e que aceleram o0s processos de crescimento,
sorgos sem tanino possuem qualidades nutricionais e agrondmicas superiores

em relacdo aos sorgos com tanino.

3.5 INFLUENCIA DO ESTRESSSE HIDRICO NO PERFIL E TEORES DE
AMINAS BIOATIVAS EM SORGO

Os niveis de aminas em sorgos cultivados em ambientes com irrigacédo
ideal e sob estresse hidrico estdo apresentados na Figura |.2.

Os teores de espermidina variaram de 0,51 a 1,87 mg/100 g de sorgo
para as amostras irrigadas e de 0,39 a 1,69 mg/100 g de sorgo, para as
amostras submetidas ao estresse hidrico. J& os teores de espermina variaram
de 0,36 a 1,03 mg/100 g de sorgo, para as amostras irrigadas e de 0,26 a 1,02
mg/100 g de sorgo, para as amostras ndo irrigadas. Em relacdo a putrescina,
nas amostras irrigadas, os teores variaram de 0 a 0,65 mg/100 g e nas
amostras submetidas ao estresse hidrico, o teor maximo foi de 0,67 mg/100 g
(Fig. 1.2).

O cultivo com estresse hidrico impactou de maneira significativa nos
teores totais de aminas no grdo, sendo esses teores significativamente
menores nas linhagens com tanino submetidas ao estresse hidrico (RTx2783,
SC42 e SC192). Nessas linhagens, o0s niveis de espermina foram
significativamente menores para as amostras cultivadas sob estresse hidrico.
Para a maioria das linhagens estudadas, independente da presenca de tanino
no grao, os teores de espermidina foram significativamente maiores nas
amostras irrigadas. A excecédo foi a linhagem SC42 que n&o apresentou
diferenca significativa entre os teores de espermidina na amostra irrigada e na
submetida ao estresse hidrico. Dentre as cinco linhagens estudadas, em
apenas trés a putrescina foi detectada, havendo para a linhagem SC103,
diminuicao significativa no teor dessa amina, quando a planta foi submetida ao
estresse hidrico. Para as demais linhagens, a diferenca néo foi significativa
(Fig. 1.2).
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Figura 1.2. Teores meédios (desvios padrbes) de aminas bioativas em

linhagens de sorgo com* e sem tanino** cultivados com e sem estresse hidrico.
Limite de quantificagdo: 0,4 mg/Kg. Teores médios com letras diferentes dentro da linhagem
diferem estatisticamente (Teste de Tukey, p < 0,05).

Geralmente, 0 aumento dos niveis de poliaminas esta correlacionado com
0 aumento da capacidade da planta de superar os danos provocados por
condicbes adversas do ambiente de cultivo. Pesquisas de Yin et al. (2014)
com sorgo relataram que sob condi¢des de estresse hidrico houve diminui¢do
nos niveis de poliaminas nas folhas e aumento nos niveis de poliaminas nas
raizes. Kusano et al. (2007) sugeriram que a diminuicdo dos niveis de
espermina podem causar desregulacdo da rede de Ca®", resultando na falta de
adaptacado as condi¢cfes de estresse. Assim o estresse induziu a producédo de
poliaminas em partes especificas da planta, de modo que estas pudessem
modular a atividade de canais certos ions para adaptar o fluxo i6bnico em
resposta as mudancas do meio. No estudo de grdos de sorgo, observou-se

gue o estresse hidrico teve efeito negativo no acimulo de poliaminas.

4 CONCLUSOES

O perfil e os teores de aminas em graos de sorgo foram avaliados pela

primeira vez. O método de extracao foi otimizado, sendo o emprego de trés
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extracbes consecutivas com TCA a 5% efetivo na recuperacdo das aminas
presentes em sorgo quando este foi triturado a granulometria de 420 pm.
Apenas espermina, espermidina, putrescina e cadaverina foram detectadas nas
22 genotipos pesquisados. Em funcéo do perfil e teores de aminas livres no
sorgo, este cereal pode ser considerado uma fonte de poliaminas, em
comparacdo com outros cereais. Dentre os genoétipos pesquisados, o SC22 e
0 SC1017 se destacam em relacdo ao conteudo total de poliaminas. Outro fato
importante € que a auséncia de aminas biogénicas em sorgo O caracteriza
como ingrediente seguro para a alimentacdo humana. A presenca de tanino
impactou no perfil e teores de aminas. Genoétipos sem tanino possuem teores
mais altos de aminas, sendo os niveis de espermina significativamente mais
altos em sorgos sem tanino. O cultivo de sorgo em ambiente com estresse

hidrico impactou na diminui¢cdo da producéao de espermidina no gréo.
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CAPITULO 2 — INFLUENCIA DA GERMINACAO NO PERFIL E
NOS TEORES DE AMINAS BIOATIVAS EM SORGO

1 OBJETIVOS

O objetivo deste capitulo foi investigar a influéncia de gendtipos com e
sem tanino no perfil e nos teores de aminas bioativas em sorgo germinado e

em diferentes partes da plantula.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

2.1.1 Amostras

Foram utilizadas oito amostras de sorgo desenvolvidas e cultivadas nos
campos experimentais da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG, Brasil.
As amostras incluiram duas cultivares: uma com tanino (BR9929026) e outra
sem tanino (BRS310). Incluiram ainda, seis linhagens: trés com tanino (SC59,
SC603, BAZ9504) e outras trés sem tanino (SC42, RTx2783 e SC192).

O cultivo de sorgo foi realizado em duas repeti¢cdes, colhidas em marco
de 2012. ApoOs a colheita, os gréos foram limpos, submetidos a aplicacdo de
expurgo com fosfina e entdo armazenados sob a temperatura de 12 +1 °C e a

40% de umidade relativa até que o experimento fosse realizado.

2.1.2 Reagentes, solventes e padrbes de aminas

Os reagentes usados foram de grau analitico, exceto o0s solventes
utilizados para CLAE (acetonitrila), que foram de grau cromatografico. As

solucdes foram preparadas com agua ultra-pura obtida pelo Milli-Q Plus system
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(Millipore Corp, Milford, MA, EUA). Solucbes padrdo das aminas bioativas
foram preparadas com espermina tetrahidroclorada, espermidina
trihidroclorada, di-hidrocloreto de putrescina, sulfato de agmatina, dicloridrato
de cadaverina, 5-hidroxitriptamina (serotonina), dicloridrato de histamina,
hidrocloreto de tiramina, 2-feniletilamina e cloridrato de triptamina que foram
adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). As fases moveis
foram filtradas através de membrana com tamanho de poro de 0,45 pm
(Millipore Corp, Milford, MA, EUA), tipos HAWP e HVLP para solventes

aguosos e organicos, respectivamente.

2.2 METODOS

2.2.1 Germinagao

A germinacéo foi realizada como determinado pelas Regras para Analise
de Sementes (BRASIL, 2009). Amostras de 100 sementes de sorgo por
repeticdo foram germinadas em rolo de papel, a 20 £ 2 °C durante 16 h no
escuro, seguido de 30 * 2 °C durante 8 h na presenca de luz (lampada tubular
fluorescente) mantida em uma incubadora termostaticamente controlada (Stults
Scientific Engineering Corporation, Springfield, IL, USA) a 92 + 2% de umidade
relativa. A germinagao foi conduzida utilizando, em cada rolo, trés folhas de
papel (28 x 38 cm, Germitest®, J. Prolab, Parana), umedecidos com agua.
Amostras foram colhidas em intervalos de 48 h até o 7° dia de germinacéao.

Dois experimentos foram conduzidos. No primeiro, as duas cultivares de
sorgo, uma com tanino e outra sem, foram empregadas. Durante o periodo de
germinacao, amostras foram coletadas e manualmente separadas em radicula,
cotilédone e material foliar (Fig. 11.1). Cada amostra foi analisada em triplicata
guanto aos teores de aminas bioativas e umidade.

No segundo experimento, seis amostras foram utilizadas: trés com tanino
e trés sem tanino. Durante o periodo de germinacdo, a cada 48 h, os
cotilédones das amostras em germinacao foram separados e analisados, em

triplicata, quanto ao teor de aminas bioativas livres e umidade.
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Material Foliar

Cotilédone

Radicula

Figura 1I1.1. Estruturas da plantula de sorgo ap6s 7 dias de germinacao,
cultivar BRS310.

2.2.2 Determinacao do teor de umidade

O teor de umidade foi determinado de acordo com a AOAC (2012). Esse
valor foi utilizado para calcular os niveis de aminas bioativas e expressa-los em

base seca.

2.2.3 Determinagéo de aminas bioativas

As extracOes de aminas foram feitas a partir de sorgo germinado e de
sementes de sorgo moidas a granulometria de 420 ym. Em 1 g de amostra
foram adicionados 7 ml de &cido extrator, acido tricloroacético (5%). As
amostras foram homogeneizadas em mesa agitadora (TE Tecnal - 140,
Piracicaba, SP, Brasil), durante 10 min e em seguida centrifugadas a 11.180 g,
a 4 °C durante 21 min. Trés extragBes consecutivas foram realizadas e os

filtrados foram combinados em baldo volumétrico de 25 mL. O volume foi
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completado com o &cido extrator. Todos os extratos foram filtrados atraves de
filtros HAWP de 13 mm de diametro e 0,45 ym de tamanho de poro (Millipore
Corp Milford, MA, EUA). As aminas foram determinadas por CLAE, com
derivacdo poés-coluna com o-ftalaldeido (OPA) e deteccdo fluorimétrica. A
analise cromatografica foi realizada em cromatografo (Modelo LC AD-10,
Shimadzu, Kioto, Japédo) ligado a um detector RF AXL-10 espectrofluorométrico
a 340 e 450 nm de excitacdo e de emisséo, respectivamente. A coluna foi de
fase reversa Nova pak® C18 de 3,9 x 300 mm, 4 um (Waters, Milford, MA,
EUA). Duas fases moveis foram utilizadas: (A) 0,2 mol/L de tampéao de acetato
de sédio (pH 4,9) com 15 mmol/L de octanosulfato de sddio e (B) acetonitrila.
O fluxo foi de 0,5 mL/min no seguinte gradiente: 0 min, 15% B; 1 min, 6% B; 14
min, 6% B; 16 min, 26% B; 22 min, 16% B; 25 min, 16% B; 26 min, 33% B; 27
min, 18% B; 29 min, 18% B; 30 min, 38% B; 65 min, 38% B. O reagente de
derivatizagcdo pos-coluna foi eluido a um fluxo de 0,3 mL/min. O reagente de
derivacdo consistiu de 1,5 mL Brij-35, 1,5 mL mercaptoetanol e 0,2 g de o-
ftalaldeido dissolvido em 500 mL solucdo de acido boérico a 5% (m/v) e KOH a
4,4% (m/v) (pH 10.5).

A identificacdo das aminas foi feita por comparagdo dos tempos de
retengcdo das aminas existentes nas amostras e da solugdo do padréo de
amina. Os teores de aminas nas amostras foram determinados por
interpolacdo em curvas de calibracdo externa com solugcbes padrao de 10
aminas bioativas (R* = 0,9965).

2.2.4 Analises estatisticas
Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, empregando o
programa SISVAR, versédo 5.3 (UFLA, Lavras, MG, Brasil).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 GERMINACAO DO SORGO

Conforme ilustrado na Figura 1.2, a germinacdo das sementes de sorgo
durante os sete dias ocorreu da seguinte maneira: no primeiro dia (24 h), as
sementes estavam targidas devido a absorcdo de agua. No entanto, nenhuma
estrutura de germinacdo podia ser vista. No segundo dia, foi possivel ver a
radicula e a estrutura foliar surgindo do cotilédone. A partir do terceiro dia foi
possivel observar a radicula maior e a estrutura foliar levemente esverdeada.

Essas estruturas desenvolveram-se até o estagio de plantula madura, o que

ocorreu no sétimo dia de germinacao.

Figura I1.2. Foto ilustrativa da germinagdo de Sorghum bicolor L., cultivar

BRS310.
Condicfes da germinacao: incubacgéo a 20 + 2 °C/16 h no escuro e 30 + 2 °C por 8 h na
presenca de luz. Umidade relativa - 92 + 2%. Periodo: 7 dias.

Os teores de umidade das amostras mudaram significativamente durante
a germinacéao. Inicialmente, a umidade do sorgo com tanino foi de 11,17 g/100
g e para o0 sorgo sem tanino de 10,75 @g/100 g. Como mencionado

anteriormente, com 24 h de germinacdo as sementes tornaram-se targidas e o
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teor de umidade foi aumentado em 2,8 vezes em relacdo a semente in natura,
0 que correspondeu a umidade de 31,23 e 30,33 g/100 g para sorgo com e
sem tanino, respectivamente. A partir do terceiro dia, quando as estruturas da
plantula ja podiam ser distinguidas, estas foram separadas e a umidade
determinada para cada parte. Os teores de umidade para as folhas e radicula,
no terceiro dia, foram de aproximadamente 90 g/100 g e permaneceram
constantes até o sétimo dia de germinacao (Tabela I.1). Entretanto, o teor de
umidade do cotilédone aumentou significativamente. No terceiro dia era de
aproximadamente 40 g/100 g, crescendo significativamente a uma taxa
logaritima [R? = 0,9912; (y = 32,431In(x) + 4,9365) e R? = 0,9944; (y = 31,9In(X)
+ 4,989)] para sementes com e sem tanino, respectivamente. Observa-se que
houve uma mudanca significativa no teor de umidade nas sementes no
primeiro dia de germinacdo e também no cotilédone, do terceiro ao sétimo dia

de germinagao.

Tabela II.1. Teor de umidade de sementes e de diferentes estruturas da
plantula durante a germinac¢ao de gendtipos de sorgo com e sem tanino

Amostra Teor de umidade (g/100 g) / germinacéo (dia S)

3 5 7

Sorgo sem tanino (BRS310)

Folha 89,50 + 0,62 91,37 £0,45 90,65 + 0,47
Cotilédone 40,50 £0,19° 55,16 + 0,96 67,77 0,622
Radicula 88,33 + 0,61 88,34 + 0,92 87,48 + 1,48
Sorgo com tanino (BR9929026)

Folha 89,52 + 0,52 92,75 + 0,40 91,33 £0,32
Cotilédone 39,97 +1,01° 58,63 +0,74° 67,14 +1,09°
Radicula 93,10 £ 0,15 91,74 £ 0,83 88,39 £ 0,79

n = 3. Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha séo significativamente diferentes
(Teste de Tukey, p < 0,05). Condi¢des da germinac¢éo: incubacao a 20 + 2 °C/16 h no escuro e
30 £ 2 °C/8 h na presenca de luz. Umidade relativa de 92 + 2%. Periodo: 7 dias.

Gloria et al. (2005) e Bandeira et al. (2012) encontraram mudancas
similares nos teores de umidade durante a germinacdo de soja e milho,

respectivamente. Essas pesquisas reforcam a necessidade de se expressar 0s
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resultados em base seca, quando os teores de aminas sao investigados em

materiais em germinacao.

3.2 PERFIL E TEORES DE AMINAS EM DIFERENTES PARTES DA
PLANTULA DURANTE A GERMINACAO

Nas analises realizadas durante todo o periodo de germinacéo, apenas as
poliaminas espermidina e espermina e a diamina putrescina foram encontradas
nas amostras de sorgo. Cadaverina, histamina, tiramina, agmatina, serotonina,
feniletilamina e triptamina n&o foram detectadas.

Nas primeiras 24 h de germinacdo, houve diminuicdo significativa nos
teores totais de aminas, tanto na amostra com quanto na sem tanino (Tabela
11.2).

diminuiram apds 24 h de germinacdo. No genoétipo com tanino também houve

Da mesma forma, para os dois genétipos, os teores de espermina

diminuicdo significativa de espermidina, no entanto, o teor de putrescina
aumentou. Para o genotipo sem tanino, espermidina e putrescina ndo sofreram

alteracdes significativas no primeiro dia de germinacéo.

Tabela 11.2. Teores médios de aminas bioativas em sorgo com e sem tanino
antes e apos um dia (24 h) de germinacgao

Gendtipos Teores médios de aminas (mg/100 g, base  seca)
Sorao Espermidina Espermina Putrescina Total
9 0 1 (24 h) 0 1 (24 h) 0 1 (24 h) 0 1 (24 h)
Com tanino
0,76+ 0,38+ 2,08+ 0,93+ b 0,19+ 2,73+ 150+
BR99290266  jo3a 0020 0322 009® NI 0o0® 0042 0,09
Sem tanino
BRS310 143+ 1,71+ 146+ 094+ 068+ 057+ 356+ 290+
0,29 0,22 0,29® 0,06° 027 017 0,32*% 0,59°

n=3. Nd =ndo detectado. Limite de Quantificacao: 0,04 mg/100 g.

Médias (+ desvios-padrdes) com letras diferentes na linha para uma determinada amina sao
significativamente diferentes (Teste de Tukey, p < 0,05). Condi¢cdes da germinagao:
incubacéo a 20 £ 2 °C/16 h no escuro e 30 + 2 °C/8 h na presenca de luz. Umidade relativa de
92 + 2%. Periodo: 7 dias.
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No entanto, a medida que a plantula se desenvolveu, os teores de
putrescina aumentaram significativamente ao longo do periodo de germinacéo,
havendo acumulo na radicula da plantula madura do sorgo com tanino e no
cotilédone da plantula madura de sorgo sem tanino (Tabela 11.3). Ainda em
relacdo a putrescina, geralmente o0s teores dessa amina foram
significativamente maiores para a amostra sem tanino.

Quanto a espermina, esta foi detectada apenas no cotilédone e radicula
da plantula madura, ou seja, apos o sétimo dia de germinacéo, do sorgo com
tanino (Tabela 11.3). Em relacédo a espermidina, no sorgo com tanino, os teores
diminuiram significativamente na radicula, ao longo da germinacao,
mantiveram-se semelhantes na folha e variaram no cotilédone. Ja para o sorgo
sem tanino, ao longo do periodo de germinacdo houve aumento significativo de
espermidina no cotilédone, enquanto que na radicula e na folha, os teores
dessa amina diminuiram. Da mesma forma que para a putrescina, geralmente
os teores de espermidina foram significativamente maiores nas diversas partes
da plantula de sorgo sem tanino.

Na Figura 1.3 esta ilustrada a distribuicdo de cada amina nas diversas
partes da plantula ao longo do periodo de germinagdo. Verifica-se assim, que
existe espermina no sorgo apenas na semente, antes da germinagao, € no
primeiro dia de germinacdo. Acredita-se que nas 48 h seguintes, haja forte
catabolismo dessa amina, pois ao terceiro dia a espermina ndo foi mais
detectada em nenhuma parte da plantula.

De acordo com Gldria (2005), a sintese da espermina se da a partir da
espermidina e desta, a partir da putrescina. A partir do terceiro dia de
germinacdo do sorgo, ha uma formacdo crescente de putrescina e uma
conversao lenta desta amina em espermidina. Espermina néo € formada até o
sétimo dia de crescimento da plantula. Acredita-se que a formagdo mais
intensa de espermina e de espermidina ocorra durante o crescimento da planta

e ndo na germinacao.
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Tabela 11.3.

Teores médios de aminas bioativas em diferentes partes da

plantula de sorgo, com e sem tanino, do terceiro ao sétimo dia de germinacao

Amostra Teor de Aminas (mg/100 g, base seca)
ge;rrﬁinr:gcc;)ao Espermidina Espermina Putrescina Total
Sorgo com tanino (BR99290266)
Folha
3 4,31 +0,25® Nd 26,34 +3,48™ 30,65 + 3,73"
5 5,79 + 1,59 Nd 26,66 + 4,27 32,45 +5,86"
7 6,13 + 0,33 Nd” 34,69 +0,752* 40,82 +1,08""
Cotilédone
3 1,45 + 0,24 Nd 2,93+0,33%®  4,38+0,57°®
5 3,02 +0,40% Nd 16,28 +1,50™® 19,30 + 1,908
7 1,15+0,22™  1,08+1,86Y 27,61 +1,34%8 2984 + 3,42%8
Radicula
3 3,18 + 0,33%" NdP 2,48 +0,33%® 5,66 +0,66%°
5 Nd NdP 24,99 + 0,33 24,99 +0,33™8
7 Nd°z8 3,17 +0,15** 50,51 +0,33%* 53,68 + 0,48
Sorgo sem tanino (BRS310)
Folha
3 5,27 +0,32% Nd 23,24 +3,16™ 28,51 + 3,48Y
5 5,67 +0,91* Nd 23,36 +3,59” 29,03 +1,23Y
7 Nd™® Nd 29,43 +0,48%% 29,43+ 0,487
Cotilédone
3 1,40 + 0,36 Nd 9,52+ 1,279 10,92 +1,63%
5 2,88 +0,88" Nd 32,77 £0,55”™* 35,65 + 1,434
7 5,00 +0,07*4 Nd 54,22 + 248" 59 22 + 2 554
Radicula
3 9,65 + 1,304 Nd 30,42 +5, 274 40,07 + 6,57
5 Nd Nd 34,21 +3,284 34,21 + 3,28
7 Nd® Nd® 36,64 +3,03"® 36,64 + 3,038

n = 3. Nd = néo detectado. Limite de quantificacdo: 0,04 mg/100 g.

Médias (+ desvios-padrées) seguidas de letras diferentes sao significativamente diferentes pelo
teste de Tukey, p < 0,05. Considerou-se a seguinte representacdo: parte especifica da planta
ao longo do periodo de germinacéo (a, b, c); mesmo periodo de germinagéo e diferentes partes
da plantula (x, y, z); parte especifica da plantula, para um mesmo periodo de germinacgao
comparando sorgo com e sem tanino (A, B).

Condicdes da germinacéo: incubacao a 20 + 2 °C/16 h no escuro e 30 + 2 °C/ 8 h na presenca
de luz. Umidade relativa de 92 + 2%. Periodo: 7 dias.
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Figura 11.3. Contribuicdo, em porcentagem, da espermina, espermidina e
putrescina ao conteudo total de aminas em sorgo sem tanino (A) e com tanino
(B) antes da germinacédo, no primeiro dia e durante a germinacao (3°, 5° e 7°
dia) nas folhas, cotilédone e radicula.
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Em pesquisa sobre aminas bioativas em soja durante quatro dias de
germinacdo, cinco aminas foram encontradas. Houve predominancia de
espermidina, seguida de espermina, putrescina, agmatina, e cadaverina
(GLORIA et al., 2005). Assim como no estudo com sorgo, em soja ndo houve
uma alteracao significativa nos teores de aminas durante os estagios iniciais da
germinacdo. A partir do 2° dia de germinacdo até o 4° dia, os teores das
aminas espermidina, espermina, putrescina e cadaverina aumentaram
significativamente nas plantulas de soja. Espermidina e espermina
acumularam-se no cotilédone, enquanto a cadaverina e a putrescina
acumularam-se na radicula. No entanto, o conteudo de aminas diminuiu apos
96 h, fato que nado foi observado para as sementes de sorgo germinadas
durante 7 dias. Também em plantulas de sorgo, apenas putrescina aumentou

de maneira significativa apos o sétimo dia de germinacéao, como ja relatado.

3.3 PERFIL E TEORES DE AMINAS NO COTILEDONE DE DIV ERSOS
GENOTIPOS DE SORGO DURANTE A GERMINACAO

Nas primeiras 24 h de germinagdo ainda ndo havia formacdo das
estruturas da plantula. Assim, os teores das aminas foram determinados nas
sementes antes da germinacdo e nas sementes embebidas apos 24 h de
germinacdo. Na Tabela Il.4 é possivel observar que ndo houve diferenca
significativa nos teores de putrescina apds 24 h, tanto para 0os genotipos com
quanto nas sem tanino. Da mesma forma, os teores de espermina e de
espermidina nos genoétipos com tanino foram semelhantes ao se comparar
antes e apds 24 h de germinacdo. Ja para alguns genotipos de sorgo sem
tanino, houve decréscimo significativo nos teores de espermina e de
espermidina apds 24 horas de germinacao.

ApoOs a retirada do cotilédone das plantulas, fez-se a analise do teor de
aminas. Houve um padrédo de mudanca comum para todas as linhagens, em
relacdo aos teores de putrescina, 0s quais aumentaram significativamente a
uma taxa linear a partir do 3° dia de germinacao, tanto nas linhagens sem

tanino, como nas linhagens com tanino, o que pode ser constatado nas Figuras
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I1.4 e 1.5, respectivamente. O incremento no teor de putrescina foi em média 3
vezes maior no 7° dia em relagéo ao 3° dia (Fig. I1.4 e 11.5).

Em duas linhagens de sorgo sem tanino, SC42 e RTx2783, pequenas
quantidades de espermina foram detectadas no cotilédone, apenas no 7° dia
de germinacao (Fig. 11.4). Nas linhagens com tanino e na RTx2783, sem
tanino, os teores de espermidina mantiveram-se constantes. Nas demais,
SC192 e SC42 houve diminuicdo significativa de espermidina (Fig. 1.4 e Fig.
I1.5).

Bandeira et al. (2012) estudando milho germinado, em menor periodo de
germinacao, observaram que da mesma forma que no sorgo germinado, houve
um aumento significativo nos teores de putrescina. No entanto, as poliaminas
aumentaram durante a germinacédo do milho, o que ndo aconteceu com 0 sorgo
germinado.

Um estudo de Ohe et al. (2005) avaliou os teores de poliaminas e
putrescina endogénas e exogénas em soja germinada por 8 dias. Os
resultados do estudo mostraram que a putrescina exdgena € rapidamente
convertida em espermidina e, posteriormente, em espermina. Grandes
guantidades de espermina foram acumuladas na raiz e parte aérea, embora a
concentracdo enddgena dessa poliamina tenha sido bastante baixa e diminuida
ao longo do periodo de germinacdo. Em relacdo a espermina endégena houve
ligeiro aumento no final do periodo de germinacdo. A diminuicdo das
poliaminas, espermina e espermidina, durante as 18 h iniciais também foi
atribuida a difusdo por meio do gradiente de concentragdo. A translocacao de
poliaminas geralmente ocorre a partir do cotilédone para o embrido, ou seja,
para a gémula e radicula iniciais, durante as primeiras 18 h de germinacéao.
Em plantulas de tomate e milho, a putrescina exdgena é absorvida pelas raizes
contra um gradiente de concentracdo e € translocada para as partes superiores
da plantula dentro de 30 min. Uma certa propor¢do da putrescina absorvida é
convertida em espermidina e espermina nestas plantas (RABITI et al., 1989).
Esses estudos comprovam que a variagdo dos teores de poliaminas e
putrescina, em plantulas, ocorre devido a sintese e translocagédo entre as

partes.
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Tabela 11.4. Teores médios de aminas bioativas nos graos de diversos genotipos de sorgo com e sem tanino antes e apos um dia

(24 h) de germinacéo

Teores meédios de aminas (mg/100 g, base seca)

Gendtipos Espermidina Espermina Putrescina Total
1 (24 h) 0 1 (24 h)

Com tanino

BAZ9504 0,73+£0,02 0,96x0,24 0,97+£0,13 0,10+£0,11 1,70+£0,50 1,06 £0,35
SC603 1,28+0,07 1,34+0,07 0,41+0,18 0,23+ 0,01 0,28+0,01 1,92+0,26* 1,62+ 0,08b
SChH9 0,85+0,14 0,95+0,08 1,07%0,17 0,19 +0,08 1,92+0,31* 1,14+ 0,16b
Sem tanino

RTx2783 0,58 + 0,08b 2,24 +0,51* 0,87 +0,03% Nd 1,45+ 0,11b 2,24 + 0,512
SC42 1,04+0,18 0,86+0,04 1,33+0,232 Nd 2,37 +£0,41* 0,86 + 0,04b
SC192 2,06+0,13 1,68+0,20 0,97 +£0,27 0,73+ 0,04 0,66+0,10 3,76 +0,44 2,34 +£0,57

n = 3. Nd = ndo detectado. Limite de Quantificagdo: 0,04 mg/100 g.

Médias (+ desvios-padrfes) com letras diferentes na linha para uma determinada amina sao significativamente diferentes (Teste de Tukey, p < 0,05).
Condic¢des da germinacao: incubacdo a 20 + 2 °C/16 h no escuro e 30 = 2 °C/8 h na presenca de luz. Umidade relativa de 92 + 2%. Periodo: 7 dias.
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Patene et al. (2012) avaliaram o desenvolvimento da radicula e da gémula
de sorgo submetido ao estresse salino e hidrico durante 48 h de germinagéo.
Embora a pesquisa ndo tenha avaliado o teor de aminas nessas partes da
plantula, os pesquisadores avaliaram o crescimento dessas estruturas. O
efeito inibidor da germinagdo das sementes e do crescimento do embrido foi
mais forte para as sementes submetidas ao estresse hidrico do que para
aguelas submetidas ao estresse salino. Nas duas situacfes de estresse as
cultivares testadas foram capazes de germinar, mas o crescimento da raiz e da
parte aérea foi retardado. Esse fato pode estar relacionado a diminuicdo dos
teores de poliaminas nas plantulas submetidas as condigbes de estresse, ja
que segundo Yin et al. (2014), o estresse hidrico diminui os teores de
poliaminas e putrescina na raizes e folhas de plantas de sorgo.

A germinacdo é um passo essencial na preparacdo de alguns produtos a
base de sorgo (DICKO et al., 2005). Diversos estudos comprovam que durante
a germinacdo de sementes comestiveis, o teor de nutrientes aumenta e o de
antinutrientes geralmente diminui. Em sorgo germinado, os teores de
carboidratos e proteinas sdo aumentados e os de tanino diminuidos (OMARY
et al., 2012). Embora os taninos apresentem capacidade antioxidante, esses
compostos complexam-se com as proteinas, impedindo sua digestdao e
subsequente absorcdo (DYKES & ROONEY, 2006). Em relacdo as aminas
bioativas, observou-se que nenhuma das biogénicas foram detectadas em
sorgo germinado. Ja em relagdo as poliaminas, consideradas antioxidantes,
nao houve formacdo expressiva desses compostos no sorgo germinado, por

sete dias.
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4 CONCLUSOES

Dentre as aminas pesquisadas, apenas espermina, espermidina e
putrescina foram detectas em sorgo germinado por 7 dias. No primeiro dia de
germinacao, houve um decréscimo de espermina em quatro dos oito genotipos
estudados. Nas demais, ndo houve alteracdo significativa nos teores dessa
amina, neste periodo. Espermina foi detectada no 7° dia de germinacdo no
cotilédone e na radicula de alguns genotipos. Do terceiro ao sétimo dia de
germinacdo, houve um aumento significativo dos niveis de putrescina. Altos
teores foram detectados na radicula, seguida do cotilédone e folha do genétipo
com tanino e no cotilédone do gendtipo sem tanino. Os teores de espermidina
decresceram na radicula dos dois genadtipos e também na folha da plantula do
sorgo sem tanino. As mudancas nos teores de aminas durante a germinagéo
de sorgo néo foram afetadas pela presenca de tanino no grdo. Diferentemente
do milho e da soja, na germinacdo do sorgo ocorreram incrementos apenas
dos teores de putrescina. Como as poliaminas sdo comprovadamente
compostos antioxidantes, a elaboracao de produtos a base de sorgo germinado
ndo agrega os beneficios atribuidos a esses compostos, nas condigbes de
germinacdo empregadas neste estudo. Vale destacar que mudancas nas
condi¢cbes de germinacdo normalmente resultam em mudancas na composicao
do cereal germinado. Assim, sugere-se testar outras condigbes de

germinacao.
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CAPITULO 3 — PERFIL E TEORES DE ACIDOS FENOLICOS EM
SORGO

1. OBJETIVOS

O objetivo deste capitulo foi determinar o perfil e os teores de acidos

hidroxicinamicos sollveis e insollUveis em sorgo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

2.1.1 Amostras

Fendlicos totais e acidos hidroxicindmicos foram determinados em cinco
amostras de sorgo, originadas do cultivo com e sem estresse hidrico. Esse
material foi cultivado nos campos experimentais da Embrapa Milho e Sorgo,
Sete Lagoas, MG, Brasil. As amostras incluiram as linhagens com tanino
SC328 e SC103, com pericarpo de coloragdo marrom clara e marrom,
respectivamente e as linhagens sem tanino, SC42, RTx2783 e SC192 com
pericarpo marrom, bronze e amarelo, respectivamente. O cultivo de sorgo foi
realizado com duas repeticdes nos campos experimentais da Embrapa Milho e
Sorgo em Nova Porteirinha, MG, a partir de Junho até Outubro de 2010. As
plantas foram irrigadas por aspersao durante 2 h, uma vez por semana. A
partir do 50° dia em diante, ap6s o desenvolvimento foliar, a irrigagdo continuou
apenas nas amostras controle até o estadio de enchimento de grdo, enquanto
que, apoés o 50° dia de cultivo, as amostras submetidas ao estresse hidrico ndo

foram mais irrigadas.
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ApoOs colheita, os graos foram submetidos ao expurgo com fosfina e
armazenados sob refrigeracdo (4 + 2° C e 40% de umidade relativa) até a

realizagédo dos experimentos.

2.1.2 Reagentes, solventes e padrdes

Os reagentes usados foram de grau analitico, com excecdo dos solventes
utilizados no CLAE (metanol), os quais foram de grau cromatografico. Também
foi utilizado agua ultra pura proveniente sistema Milli-Q Plus (Millipore Corp.,
Milford, MA, EUA).

As solucdes padréo de acidos fendlicos foram preparadas com metanol
50%. O reagente de Folin—Ciocalteu foi adquirido da Cinética (Jand Quimica,
Jandira, SP, Brasil) e os padrées de acido cumarico (C9008), acido ferulico
(128708), acido sinapico (D7927), acido caféico (Fluka, 60020), acido galico
(G7384) e o reagente acido trifluoracético (TFA) (T6508) foram adquiridos da
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). Os solventes e reagentes utilizados
na extragdo, como o0 acetato de etila foram adquiridos da Mallinckrodt
Chemicals (Phillipsburg, NJ, EUA), o hexano, acido acético, carbonato de sodio
e hidréxido de sodio da Synth (Labsynth, Diadema, SP, Brasil), o metanol da
J.T. Baker (Xalostoc, México) e o &cido cloridrico da Dindmica Quimica
Contemporanea Ltda. (Diadema, SP, Brasil).

2.2 METODOS
As amostras de sorgo foram trituradas em moinho de facas (IKA All

Basic, Alemanha) por 10 s, obtendo-se uma granulometria de 420 um. A partir

das amostras trituradas, foram realizadas as analises descritas a seguir.
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2.2.1 Determinacao de fendlicos totais

Os fendlicos totais foram extraidos do sorgo segundo metodologia
proposta por Chiremba et al. (2012) com modificacdes. Foi pesado 1 g do
sorgo triturado, seguindo-se a extracdo com 15 mL de metanol acidificado (1%
de HCI concentrado, v/v). As amostras foram homogeneizadas em mesa
agitadora (Tecnal TE — 140, Piracicaba, SP, Brasil) a 250 rpm por 15 min e em
seguida, centrifugadas (Jouan CR3i, Saint-Herblain, Franca) a 4.500 g a 18 °C
por 15 min e filtradas em papel de filtro qualitativo. Em tubo de ensaio,
adicionou-se 1 mL do sobrenadante e 1 mL da solu¢cdo de Folin-Ciocalteau.
Apds 8 min acrescentou-se 1 mL de solucdo de carbonato de sodio (20%, p/v)
e 7 mL de agua deionizada. Agitou-se a solucdo em vortex por 20 seg e apos
repouso por 2 h no escuro, procedeu-se a leitura da absorbancia a 725 nm em
espectrofotometro UV-1650 PC (Shimadzu, Kioto, Japdo). As analises foram
realizadas em triplicata.

A curva padrdo utilizada para quantificar os fendlicos totais foi elaborada
com solucdes aquosas do padrdo acido galico, nas concentracdes de 25, 50,
75, 100 e 125 mg/L. Uma equacao de regresséo (y = 0,01114x + 0,0450; R? =
0,9696) foi utilizada para expressar o0s resultados em miligramas de

equivalentes de acido galico por g de sorgo.

2.2.2 Extracao de acidos fendlicos soluveis

Os é&cidos fendlicos livres e conjugados soluveis foram extraidos de
acordo com a metodologia proposta por Shao et al. (2014) com modificac¢des.
Pesou-se 1 g de farinha de sorgo (granulometria de 420 um) e procedeu-se a
extracdo com 15 mL de metanol 80%. A mistura foi agitada em mesa agitadora
(Ovan, Badalona, Espanha) a 800 rpm por 1 h seguida de centrifugacdo (Jouan
CRai, Saint-Herblain, Franca) a 4500 g a 18 °C por 15 mim. A extracdo foi
realizada duas vezes e os sobrenadantes combinados.

Os sobrenadantes foram concentrados sob um fluxo de ar em banho a 40
°C. O sobrenadante concentrado foi hidrolisado com 2 mL de solucdo de

NaOH 2 M por 2 h sob agitacdo em mesa agitadora (Ovan, Badalona,
108



Espanha) a 800 rpm. Apds digestdo, o pH foi ajustado para cerca de 1,5-2,0
com HCI concentrado. A solugdo foi entdo extraida com acetato de etila para
eliminacéo de possiveis flavonoides e o sobrenadante recolhido e concentrado
sob ar comprimido a 50 °C (£ 5 °C). O extrato obtido foi armazenado a -20 °C
até a analise por cromatografia liquida. Antes da injecdo no cromatografo, os
extratos foram ressuspendidos em 2 mL de metanol a 50% e filtrados em filtros
HAWP de 13 mm de diametro e 0,45 ym de tamanho de poro (Millipore Corp
Milford, MA, EUA). A extracao foi realizada em triplicata.

2.2.3 Extracao de acidos fendlicos insoluveis

Os acidos fendlicos conjugados presentes no residuo proveniente da
extragdo do sorgo com metanol a 80%, descrita no item 2.2.2, foram extraidos
segundo metodologia proposta por Chiremba et al. (2014) com algumas
modificacdes. Inicialmente o residuo foi lavado com agua pura, para remover o
solvente organico, e em seguida, filtrado em papel qualitativo. Uma porcao de
200 mg foi adicionada de solucdo de NaOH 2 M ficando a solug&o sob agitagéo
a 800 rpm por 2 h em mesa agitadora (Ovan, Badalona, Espanha), a fim de se
proceder a hidrélise dos acidos hidroxicinamicos conjugados. Apos digestao, o
pH foi ajustado para cerca de 1,5-2,0 com HCI concentrado. A fim de remover
os lipideos, foram adicionados 15 mL de hexano. A fase organica foi removida
com o auxilio de pipeta e o procedimento foi repetido por mais duas vezes. A
fase aquosa foi entdo extraida por duas vezes, com 15 mL de acetato de etila,
a fim de ser retirar possiveis flavonoides. O sobrenadante foi recolhido e
concentrado sob ar comprimido, a temperatura de 50 °C (x5 °C) e armazenado
a -20 °C até a andlise por CLAE. Antes da injecdo no cromatografo, os
extratos foram ressuspendidos em 2 mL de metanol a 50% e filtrados em
membranas HAWP de 13 mm de diametro e 0,45 ym de tamanho de poro

(Millipore Corp Milford, MA, EUA). A extracao foi realizada em triplicata.
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2.2.4 Determinacao dos acidos fendlicos

A analise cromatografica foi realizada em cromatdgrafo (Modelo 10
ADVP, Shimadzu, Kioto, Japéo) ligado a um detector de arranjo de diodos M10
AVP. A coluna foi de fase reversa Nova pak® C18 de 3,9 x 300 mm, 4 um
(Waters, Milford, MA, EUA). Duas fases moéveis foram utilizadas: (A) agua
adicionada de 1 mmol de TFA (pH 2,91) e (B) metanol também adicionado de 1
mmol de TFA (pH 1,60). O fluxo foi de 0,5 mL/min no seguinte gradiente: 0 min
4% B, 18 min 18% B, 35 min 58% B, 60 min 50% B, 62 min 4% B, 70 min 4%
B.

A identificacdo dos &cidos fendlicos foi feita na regido de 320 nm, por
comparacao dos tempos de retencdo dos acidos fendlicos existentes nas
amostras e da solucdo do padréo dos acidos fendlicos. Os teores de acidos
fendlicos nas amostras foram determinados por interpolacédo a partir de curvas
de calibracéo externa com solucdes padrdo de quatro acidos fendlicos (R? =
0,9967).

2.2.5 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, empregando o
programa SISVAR, versdo 5.3 (UFLA, Lavras, MG, Brasil). Os coeficientes de
correlacdo de Pearson e de regressao foram determinados pelo programa
EXCEL.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 TEORES DE FENOLICOS TOTAIS EM SORGO

Os fendlicos totais nas amostras de sorgo cultivadas com irrigacdo
variaram de 27 a 168 mg/100 g de sorgo e de 27 a 242 mg/100 g naquelas
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cultivadas sob estresse hidrico (Tabela Ill.1). O ambiente ndo impactou nos
teores de fendlicos nos graos, visto que ndo houve diferenca significativa entre
as amostras cultivadas com e sem estresse hidrico. Em relagdo ao genatipo, o
teor de fendlicos totais foi significativamente menor no SC192 de pericarpo
mais claro, o que reforca o fato de gendtipos mais escuros possuirem teores
maiores de compostos fendlicos (DYKES et al., 2005; ZHAO et al., 2014).

Tabela Ill. 1. Teor médio de fendlicos totais (mg equivalente de &cido
galico/100 g) em gréos de sorgo cultivados ou ndo sob estresse hidrico
Teor médio (+ desvio padrao) de fendlicos totais

Genotipos Cor do pericarpo (mg equivalente acido galico/100 g)
Irrigada Estresse hidrico
SC328 Marrom claro 156 + 18 168 + 25%
RTx2783 Bronze 53+5 81+14%
SC103 Marrom 168 +9 242 +18°
Sc42 Marrom 135+ 4 232+98°
SC192 Amarelo 27 +5 27+7°

Médias seguidas de diferentes sobrescritos na mesma coluna apresentam diferenca
significativa (Teste de Tukey, p < 0,05).

Moraes et al. (2012a) avaliaram os teores de fendlicos totais em alguns
genotipos de sorgos desenvolvidos no Brasil e encontraram teores proximos e
até maiores que os descritos nesse estudo: 26 a 450 mg/100 g de sorgo,
também expressos em equivalentes de acido galico. Sorgos cultivados no
Egito apresentam teores de fendlicos totais dentro da variacdo encontrada no
presente estudo, ou seja, de 109 a 116 mg/100 g de sorgo (AFIFY et al.,
2012a). Em arroz, Zhao et al. (2014) encontraram teores mais baixos em
relacdo ao sorgo: 7 mg/100 g em arroz de pericarpo branco, 75 mg/100 g em
cultivares de pericarpo vermelho e 57 mg/100 g nos de pericarpo preto. Em
trigo, os teores de fendlicos totais relatados por Li et al. (2008) eram de, no
méaximo, 42 mg/100 g. J& em milho, o estudo de 33 cultivares de diversas
cores apresentou valores entre 13 a 26 mg de fendlicos totais por 100 g de
milho (GONZALEZ-MUNOZ et al., 2013). Em outro estudo realizado na Bolivia
com 10 cultivares de milho pigmentados, os valores de fendlicos totais variaram
de 31 a 81 mg/100 g (MONTILLA et al., 2011). Estes resultados sugerem ser o
sorgo uma fonte mais significativa de fendlicos totais, comparado a outros

cereais.
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3.2 PERFIL DE ELUICAO DOS ACIDOS FENOLICOS

O perfil de eluicdo dos padroes dos acidos fendlicos pesquisados e
destes nos genotipos pesquisados esta representado na Figura Ill.1. Observa-
se que para a fracdo insolavel, o cromatograma é mais limpo, ou seja,
detectaram-se apenas os acidos fendlicos, enquanto que na fracdo soluvel,
varios outros compostos néo identificados estdo presentes juntamente com 0s

acidos hidroxicinamicos.
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Figura Ill.1 - Perfil cromatografico de solugédo padrdo contendo quatro acidos
fendlicos (A), de extrato solluvel da linhagem SC328 (B) e de extrato insolluvel

da linhagem SC42 (C) de sorgo. Condigdes cromatogréficas: coluna Nova Pak C18 de
3,9 x 300 mm; 4 um (Waters, Milford, MA, EUA). Gradiente de eluicdo metanol e agua ambas
adicionadas de 1mmol de TFA, fluxo de 0,5 mL/min. Deteccdo a 320 nm. 1: &cido caféico, 2:
acido cumarico; 3: acido ferdlico; 4: acido sinapico.
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3.3 PERFIL E TEORES DE ACIDOS FENOLICOS SOLUVEIS E INSOLUVEIS
EM GRAOS DE SORGO

Foi avaliada a presenca dos acidos cafeico, cumarico, ferulico e sinapico
em amostras de sorgo provenientes de cinco linhagens, todas cultivadas em
ambientes, com e sem estresse hidrico.

O perfil e os teores de acidos fendlicos variaram entre os gendtipos,
sendo que os acidos cumarico e ferulico estiveram presentes em todos eles. O
acido ferulico foi o mais abundante, correspondendo, nas linhagens irrigadas, a
proporcdo de 70 a 93% dos acidos fendlicos e de 88 a 96%, naquelas
cultivadas sob estresse hidrico (Figura 111.2). Graos de sorgos cultivados sob
estresse hidrico apresentaram teor de acido cumarico variando de 0 a 11%,
engquanto que a porcentagem desse composto em sorgos irrigados variou de 7
a 29%. Como ja dito, os acidos cumaérico e ferulico foram detectados em todas
as linhagens, exceto na SC192 cultivada sob estresse hidrico, sendo que,
concentracdo muito baixa de acido ferdlico foi detectada na fracdo soluvel
dessa amostra (Tabela Ill.1). Quanto ao acido caféico, pequenas quantidades
foram detectadas em todas as linhagens estudadas. Nas linhagens SC42 e
SC192, o &cido caféico foi detectado apenas nas amostras irrigadas. Nas
demais, esse composto foi detectado tanto nas amostras com quanto sem
estresse hidrico. Da mesma forma, pequenas gquantidades de acido sinapico
foram encontradas nas amostras de sorgo, mas apenas na fracdo soltuvel. A
excecao foi a linhagem SC192, que produziu, quando cultivada sob estresse
hidrico, grande quantidade desse acido na fracdo insolavel.

Chiremba et al. (2012) relataram a presenca dos acidos feralico, cumarico
em sorgo, e dos acidos ferulico, cumarico, cafeico e sinapico no farelo desse
cereal. Dos acidos hidroxicindmicos, Afify et al. (2012a) determinaram, em
sorgo, os acidos caféico, cumarico e ferulico. Em outros cereais, como o trigo,
também foram encontrados todos esses 4cidos hidroxicinamicos
(FERNANDEZ-OROZCO et al., 2010). Em arroz, SHAO et al. (2014)
detectaram os acidos ferualico, cumarico, vanilico e siringico. Em milho, apenas

os acidos ferulico e cuméarico foram quantificados por Chiremba et al. (2012).
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Figura 111.2. Percentual de contribuicdo de acidos fendlicos ao teor total em

linhagens de sorgo irrigadas e cultivadas sob estresse hidrico.

Como ja relatado por Adom & Liu (2002), em aveia, milho, trigo e arroz, o
acido feralico é sempre o predominante.
correspondeu de 61 a 83,6% do total de acidos fendlicos (NICOLETTI et al.,
2013).
2014).
segundo o estudo de Chiremba et al. (2012) ou em média de 71%, segundo
Luthria et al. (2014).

porcentagens de acido ferdlico um pouco mais baixas que nas linhagens

Em trigo durum, o acido ferdlico

Em arroz, o acido ferulico correspondeu de 55 a 58% (SHAO et al.,
Em milho, a porcentagem de acido ferulico variou de 62 a 65%,

Em sorgo, Chiremba et al. (2012) encontraram
brasileiras estudadas, variando de 54 a 61%. Ja os teores de acido ferulico
encontrados por Afify et al. (2012a) sdo mais proximos aos resultados desse
estudo: de 65 a 71%.

Em relacdo ao conteldo total de acidos fendlicos, os teores encontrados
nas linhagens pesquisadas variaram de 55,5 a 99,1 mg/100 g nas linhagens
cultivadas com irrigagdo e de 25,6 a 62,3 mg/100 g quando cultivadas sob

estresse hidrico (Tabela Ill. 2). Os teores de acidos fendlicos totais nas
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linhagens SC328 e SC103 cultivadas com irrigacéo foi significativamente maior
em comparagdo com o cultivo dessas linhagens sob estresse hidrico (Figura
[11.3). Para as demais linhagens, a diferenca entre os teores totais de acidos
fendlicos ndo foi significativa ao se comparar o cultivo irrigado com o cultivo

sob estresse hidrico.

120
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Acidos fendlicos totais (mg/100 g
de sorgo em base seca)
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a
b
b I i

5C328% RTx2783**  5Cl03* SC42%* SC192%*

Linhagens de sorgo
Figura 1Il.3. Acidos fendlicos totais em linhagens de sorgo irrigadas e
cultivadas sob estresse hidrico.
Para cada linhagem, letras diferentes indicam diferenca significativa entre o cultivo com
irrigacéo e sob estresse hidrico (Teste de Tukey, p < 0,05).

Fernandez-Orozco et al. (2010) avaliaram diversos gendétipos de trigo e
verificaram que os teores de &cidos fendlicos dependeram da safra e da regiao
de plantio, dentre quatro paises europeus onde foram cultivados. Os acidos
fendlicos totais variaram de 72,8 + 20,6 a 90,0 + 11,7 mg/100 g de trigo.

Segundo Chiremba et al. (2012), milho e sorgo de pericarpo duro
possuem maiores teores de acidos fendlicos em relacdo aos de pericarpo mole.
Esses autores detectaram em milhos de pericarpos duro e mole, teores de
acidos fendlicos totais variando de 15,4 a 19,5 mg/100 g e de 11,0 a 13,6 mg/g,
respectivamente. Em sorgo os teores de &cidos fendlicos totais variaram de
10,7 a 16,3 mg/100 g e de 31,0 a 38,3 mg/100 g nos graos de pericarpo macio
e duro, respectivamente. Ja as variedades de sorgo pesquisadas por Afify et
al. (2012a) apresentaram teores totais de acidos fendlicos entre 17,6 e 23,0
mg/100 g.
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Tabela 111.2. Acidos fendlicos sollveis e insollveis de diferentes linhagens de sorgo cultivadas com e sem estresse hidrico

Valores médios de acidos fendlicos em sorgo (m g/100 g em base seca)

Aci,d_os SC328 RTx2783 SC103 SC42 SC192
Fendlicos Controle E: l%?;ie Controle EI_S| it(;(?iscsé)e Controle EI_S| it(;(?iscsé)e Controle E: l%?;ie Controle E: ;[(;?ii(s)e
Caféico
Soltveis 0,01 +0,01 Nd 0,11+0,02 0,11+0,02 0,01+0,00° 0,35+0,32 Nd Nd 0,07 +0,03 Nd
Insoliveis 0,40+ 0,45 0,30 + 0,52 Nd Nd 1,41 £0,39 Nd® 0,41+0,55 Nd 0,09 + 0,01 * Nd®
Cumarico
Soliveis  0,60+0,08° 0,08+001 055+012° 055+003 0,37+0,05” 001+002 0,61+005° 0,78+0,08 1,55+0,76 Nd
Insoliveis 8,28 +1,16° 2,64+172 340+144* 001+035° 7,77+120° 301+068 699+080° 357+021 1151’,2032\* Nd®
Ferulico
Soliveis  1,78+0,16° 0,18+0,04 1,48+0,34° 251+0,16° 1,10+0,10° 0,15+0,13° 2,31+0,26° 268+0,73" 3,49+1,47  0,05%0,05
InsolGveis 72%’29‘});-* 22,21+4,43 49,84 + 2 44° ‘;%"%gf 81%%‘;5 55,48 £1.20 47 67 +3,46° 52:8}3 37,26 + 0,39 Nd
Sinapico
Soltveis  0,11+0,00 0,15+0,22 0,10+0,01® 0,70+0,16® 007+000 014+0,12 0018+021 025+001 0,87 +0,24 Nd °
Insoldveis Nd Nd Nd Nd® Nd Nd Nd Nd Nd ® 38,70 £4,03
Totais
Soliveis  2,50+0,24° 041+024 225+043° 387+027° 155+0,15° 0,65+0,60° 3,10+0,51° 3,68+0,80° 6,00+249" 0,05%0,05"
Insoldveis 7287*%31;-* 25,15+3,69 53,23+ 3,87 4198'21712-' 9172:?’22,:.)3 5&?‘%2‘“ 55,07 + 4,44° 52:5’23 5121,2%5 38,70 + 4,03°

n = 3. Nd = nao detectado. Limite de quantificacdo: 0,04 mg/100 g. Para cada acido fendlico analisado, médias seguidas de letras minUscula na
mesma coluna ou de letras mailsculas na mesma linha sdo significativamente diferentes (Teste de Tukey, p < 0,05).
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Com base na Figura 1l1.4, pode-se afirmar, de um modo geral, que a maior
parte dos &cidos fendlicos se encontra na fracéo insolUvel dos gréos de sorgo,
ou seja, no pericarpo, ligados a compostos como celulose e lignina. Esse fato
também foi comprovado em outros estudos com sorgo (LUTHRIA & LIU, 2013)
e com outros cereais (ADOM & LIU, 2002; ROBBINS, 2003; FERNANDEZ-
OROZCO et al., 2010; GONZALEZ-MUNOZ et al., 2013; SHAO et al., 2014).

Nas linhagens estudadas, a quantidade de acidos fendlicos totais foi
significativamente diferente entre as fracdes sollvel e insoluvel, sendo os
teores de 4cidos fendlicos insoliveis bem maiores, variando de 90 a 98% dos
acidos fendlicos totais, em linhagens irrigadas, de 93 a 100%, em linhagens
cultivadas sem irrigacdo. Nas linhagens submetidas ao estresse hidrico, os
teores totais de acidos fendlicos soluveis variaram de 0,05 a 3,87 mg/100 g de
sorgo em base seca. J& os insoluveis, variaram de 25,15 a 58,59 mg/100 g de
sorgo (Tabela I1l.2). Nas linhagens irrigadas, os teores totais de &cidos
fendlicos solaveis variaram de 1,55 a 6,00 mg/100 g. A fracdo insolavel
apresentou valores de 52,60 a 97,52 mg/100 g (Tabela 1l1.2).

Em trigo, propor¢cées um pouco menores entre acidos fendlicos sollveis e
insolUveis foram determinadas por Fernandez-Orozco et al. (2010): os fendlicos
insollveis correspoderam de 75 a 80% dos acidos fendlicos totais. Em 33
variedades de milho estudadas por Gonzalez-Mufioz et al. (2013), a
porcentagem média de acidos fendlicos insolaveis correspondeu a 98%. Em
arroz, essa propor¢ao foi um pouco menor: 53 a 57% (SHAO et al., 2014).
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Figura Ill.4. Teores médios de acidos fendlicos totais em linhagens de sorgo

cultivadas em dois ambientes: com estresse hidrico (A) e irrigadas (B). Para
cada linhagem, letras diferentes indicam diferenca significativa entre as fracbes sollvel e
insolavel (Teste de Tukey, p < 0,05).

3.4 ESTUDO DA CORRELACAO ENTRE OS TEORES DE ACIDOS
FENOLICOS E AMINAS BIOATIVAS LIVRES EM SORGO

Esse estudo correlacionou os dados de aminas bioativas determinadas
nas linhagens de sorgo SC328, RTx2783, SC103, SC42 e SC192, descritos no
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capitulo 1 e os teores de acidos fendlicos nas fracdes sollvel e insoluvel destas
linhagens. Para as linhagens de sorgo estudadas, cultivadas com irrigacéo,
coeficientes de Pearson significativos (R = 0,9478) entre as fragcdes sollveis
dos acidos fendlicos e as aminas bioativas livres foram obtidos (Tabela 111.3).
As correlacdes nao foram significativas apenas entre os teores de acido caféico
solivel e as poliaminas, e entre o acido sinapico soluvel e a espermina.
Portanto, por meio da andlise de regressdo, pode-se concluir, com 95% de
confianca, e em algumas correlagbes, com confianca até maior, 99%, que
mudancas nos teores de acidos fendlicos na fracdo soluvel impactam nos
teores de aminas bioativas livres em sorgo cultivado com irrigagdo. Mais
especificamente, a medida que a planta produz mais aminas livres, ocorre
também um aumento no teor de acido fendlico na fracdo soluvel do gréo,
segundo as equacdes mostradas na Tabela Ill.4. A Unica excec¢ao ocorre para
a espermidina, pois para aumentos do acido caféico, ocorre diminuicdo de

espermidina no gréo.

Tabela I11.3. Coeficientes de correlacdo de Pearson entre acidos fendlicos e
aminas bioativas em sorgos cultivados com e sem estresse hidrico

Coeficientes de correlacdo

Aminas livres

Acidos Putrescina Espermina Espermidina

fenolicos Estresse Estresse Estresse

Controle ) Controle ) Controle )
Hidrico Hidrico Hidrico

Cumarico

Solavel 0,9478* 0,9939* 0,9946* 0,7701 0,9568** 0,5294

Insolavel 0,9357** 0,9947** 0,4669 0,7530 0,9355* 0,4438

Ferdlico

Solavel 0,9498** 0,4974 0,9943* 0,0971 0,9642* 0,5183

Insolavel 0,6219 0,8891* 0,7204 0,7217 0,6150 0,7583

Caféico

Solavel 0,9977** Nd 0,6473 0,9630 0,7502 0,5132

Insolavel 0,7229 Nd 0,8097 ND 0,9085 ND

Sinapico

Solavel 0,9678** 0,5507 0,5615 0,5884 0,9660* 0,6472

Insolavel Nd Nd Nd Nd Nd Nd

Valores expressos para *p < 0,01 e **p < 0,05. Nd: ndo determinado, por ndo haver amina ou
acido fendlico na fracao.
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Tabela 1l1l.4. Equacdes lineares para as correlacdes significativas entre acidos
fendlicos na fracdo soluvel do grao (y) e aminas bioativas livres (x) em sorgos
cultivados com irrigacao

Acidos fenolicos na _ _ o
. ) Putrescina Espermina Espermidina
fracdo soluvel

CumArico y =1,60x + 4,74; y =5,33x - 39,35 y =0,83x - 0,65

R?=0,8983 R?=0,9892 R?=0,9154
Fertilico y=333x+1281  y=10,74x+7570  y=166x+4,29
R? =0,9020 R?=0,9886 R?=0,9296
.. y=8,53x + 0,17
Caféico R2 = 0.9954
Sinapico y=119x+0,71 y =0,61x - 3,22
R?=0,9366 R?=0,9331

No entanto, ainda para o sorgo cultivado com irrigagcdo, 0 mesmo nao
pbde ser concluido em relacdo aos acidos fendlicos encontrados na fracédo
insolivel e as aminas bioativas livres, pois a maioria das correlagdes
determinadas foi abaixo de 0,81. As excecbes foram as correlacdes entre 0
acido cumarico e a espermidina e putrescina, entre o acido caféico e a
espermidina. Ja para as linhagens de sorgo estudadas e cultivadas sob
estresse hidrico, a maioria das correlacdes foi abaixo de 0,88. As excecdes
foram entre o acido cumarico na fracdo solluvel e insolavel e a putrescina e
entre o &cido caféico na fragdo soluvel e a espermidina, ndo podendo inferir
sobre o impacto dos acidos fendlicos sobre os teores de aminas livres para

essas linhagens quando cultivadas sob estresse hidrico (Tabela 111.3).

3.5 ESTUDO DA CORRELACAO ENTRE OS TEORES DE ACIDOS
FENOLICOS E FENOLICOS TOTAIS

Foi realizado também um estudo da correlagdo entre os teores de acidos
fenolicos nas fragdes soluvel e insolivel e os teores de fendlicos totais nas
linhagens SC328, RTx2783, SC103, SC42 E SC192 (Tabela IIl.5). As
correlagcdes ndo foram significativas entre os acidos fenolicos e os teores de
fendlicos totais tanto na situacdo de cultivo com irrigacdo, quanto na de cultivo
sob estresse hidrico. As excecdes foram a correlacdo significativa entre o
acido cumarico na fracéo insoluvel e os fendlicos totais quando o sorgo foi
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cultivado sob estresse hidrico e a outra correlacéo significativa entre os teores

de fendlicos totais e 4cido caféico na fragéo soluvel.

Tabela IlIl.5. Coeficientes de correlacdo de Pearson entre acidos fendlicos e
fendlicos totais em sorgos cultivados com e sem estresse hidrico

Coeficientes de correlacao

. . Fendlicos totais
Acidos fenodlicos

Controle Estresse Hidrico
Cumarico
Soluvel 0,7432 0,2115
Insolavel 0,3288 0,9777*
Ferulico
Solavel 0,8179 0,1130
Insoltvel 0,6283 0,7196
Cafeéico
Solavel 0,8936** 0,0190
Insoluvel 0,7589 ND
Sin4pico
Soluvel 0,7084 0,7309
Insoluvel ND ND

Valores expressos para *p < 0,01 e **p < 0,05. ND: ndo determinado por auséncia de acido
fendlico na fracéo.

Adom & Liu (2002) avaliaram a correlacdo entre o teor de acido ferdlico
soltvel e os fendlicos totais na fracdo sollvel e conjugada em amostras de
milho, trigo, aveia e arroz. Os autores encontraram correlagdes altas apenas
entre os teores de &cido ferulico soluveis e os fendlicos totais na fragédo
insoluvel. A correlag@o entre os acidos ferdlicos soluveis e os fendlicos totais

na fracdo soluvel também foi baixa, como nesse estudo com sorgo.

4 CONCLUSOES

Os acidos cumarico e ferulico estiveram presentes em todas as linhagens
estudadas, sendo o ferulico, o acido predominante, seguido do cumarico. Ja os

acidos caféico e sinapico, quando detectados, estiveram presentes em
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pequenas proporc¢des. No sorgo, acima de 90% dos acidos hidroxicinamicos
presentes estdo localizados na fragdo insolavel do grdo, ou seja, no pericarpo,
conjugados a compostos como lignina e celulose

O cultivo de sorgo em ambiente com estresse hidrico ndo impactou de
maneira significativa nos teores de fendlicos totais. Em relacdo aos acidos
fendlicos, também ndo houve aumento desses compostos nos sOrgos
submetidos ao estresse hidrico. Ao contrario, em duas das linhagens
estudadas os teores totais de acidos hidroxicinamicos nas amostras irrigadas
foram significativamente maiores.

Pdde-se concluir ainda, que para sorgos irrigados, mudangas nos teores
de &cidos fendlicos na fracdo soluvel impactam de maneira significativa nos

teores de aminas bioativas livres nesses graos.
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CAPITULO 4 — AMINAS CONJUGADAS EM SORGO: METODO
ANALITICO E OCORRENCIA

1 OBJETIVOS

Os objetivos deste capitulo foram: i) sintetizar aminas conjugadas a
acidos hidroxicindmicos; ii) desenvolver método analitico para a separacao,
identificacdo e quantificacdo de aminas conjugadas em sorgo por cromatografia
liguida de alta eficiéncia; iii) determinar os tipos e o0s teores de aminas

conjugadas em genatipos de sorgo cultivados no Brasil.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

2.1.1 Amostras

Foram utilizadas cinco amostras de sorgo, originadas do cultivo com e
sem estresse hidrico. Esse material foi cultivado nos campos experimentais da
Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG, Brasil. As amostras incluiram as
linhagens com tanino SC328 e SC103 de pericarpo marrom claro e marrom,
respectivamente e as linhagens sem tanino SC42, RTx2783 e SC192 de
pericarpo marrom, bronze e amarelo, respectivamente. O cultivo de sorgo foi
realizado com duas repeticdes nos campos experimentais da Embrapa Milho e
Sorgo em Nova Porteirinha, MG, a partir de Junho até Outubro de 2010. As
plantas foram irrigadas por aspersdo durante 2 h, uma vez por semana. A
partir do 50° dia em diante, ap6s o desenvolvimento foliar, a irrigagdo continuou

apenas nas amostras controle até o estadio de enchimento de grédo, enquanto
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que, apoés o 50° dia de cultivo, as amostras submetidas ao estresse hidrico ndo
foram mais irrigadas.

Os graos assim que colhidos foram submetidos ao expurgo com fosfina e
armazenados sob refrigeracdo (4 + 2° C) e 40% de umidade relativa até a

realizacdo dos experimentos.

2.1.2 Reagentes, solventes e padrbes

Os reagentes utilizados foram de grau analitico, exceto o solvente usado
no CLAE (acetonitrila), que foi de grau cromatografico. As solucbes foram
preparadas com agua ultrapura obtida do Sistema Milli-Q Plus (Millipore Corp.,
Milford, MA, EUA). A acetonitrila foi filtrada em membrana HVLP com tamanho
do poro de 0,45 um (Millipore Corp., Milford, MA, EUA), e a fase mdével aquosa
foi filtrada em membrana HAWP.

As solugcbes de aminas conjugadas foram preparadas com
dicumaroilputrescina (DCP), diferuloilputrescina (DFP), dicumaroilespermidina
(DCEPD), diferuloilespermidina (DFEPD), dicumaroilespermina (DCEPM) e
diferuloilespermina (DFEPM).

2.2 METODOS

2.2.1 Sintese das aminas conjugadas

A sintese das diamidas foi realizada no Laboratério de Quimica
Farmacéutica da Faculdade de Farmacia da UFMG, sob a responsabilidade do
professor doutor Ricardo José Alves, visto que ndo ha padrbes comerciais de
aminas conjugadas aos acidos hidroxicinamicos.

As reagOes foram acompanhadas por cromatografia de camada delgada —
CCD, para verificar a pureza das substancias.
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2.2.2 Caracterizacdo das aminas conjugadas sinteti  zadas

A caracterizacdo dos compostos sintetizados foi feita mediante
determinacdo dos pontos de fuséo, obtidos em aparelho Silbron-Thermolyne
MP-12516 (Dubuque, IA, EUA), dos espectros no Infravermelho (1V),
determinados em espectrometro Spectrum One Perkin Elmer (Waltham, MA,
EUA) e por meio de espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN de *H
e 13C) determinados nos equipamentos Bruker AVANCE DPX200 ou Bruker
AVANCE DRX400 (Billerica, MA, EUA), utilizando como padréo interno o sinal

do proprio solvente, dimetilsulféxido deuterado (DMSO-dg).

2.2.3 Determinacdo do comprimento de onda para dete ccdo dos

compostos

A regido de deteccdo das aminas conjugadas foi determinada por analise
do espectro de absorcdo de cada um dos padrdes sintetizados obtidos no
espectrofotometro UV-1650 PC (Shimadzu, Kioto, Japao).

2.2.4 Extracdo e quantificacdo de aminas conjugadas em sorgo

As aminas conjugadas foram extraidas de amostras de sorgo de acordo
com a metodologia proposta por Defernez et al. (2004) com modificacdes.
Pesou-se 1 g de sorgo triturado (granulometria de 420 um) e procedeu-se a
extracdo com 8 mL de metanol 80% acidificado com 1 mmol de &cido
trifluoracético (TFA). A mistura foi agitada em ultrassom por 10 min e, em
seguida, foi centrifugada (Jouan CR3i, Saint-Herblain, Franca) a 4500 g, a 18
°C por 15 min. Esse procedimento foi realizado trés vezes e os sobrenadantes
foram combinados, sendo o volume final completado com metanol para 25 mL
em baldo volumétrico. Antes da injecdo no cromatégrafo liquido, os extratos
foram filtrados em membrana de tamanho do poro de 0,45 um (Millipore Corp.,
Milford, MA, EUA), tipo HVWP para solventes organicos. As extracdes foram

realizadas em triplicata.
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A determinacdo das aminas conjugadas foi efetuada em cromatografo
liquido de alta eficiéncia, modelo 10AD VP (Shimadzu, Kioto, Japao) ligado a
um detector de arranjo de diodos, modelo M10 AVP. A coluna foi de fase
reversa Nova pak® C18 de 3,9 x 300 mm, 4 um (Waters, Milford, MA, EUA).
Duas fases moveis foram utilizadas: (A) agua adicionada de 1 mmol de TFA
(pH 2,91) e (B) acetonitrila. O fluxo foi de 0,5 mL/min no seguinte gradiente: O-
9 min, 20% B; 14-22 min, 25% B; 23-26 min, 40%; 30 min, 65% B; 31-40 min,
20% B.

A identificacdo das aminas conjugadas foi feita no ultra-violeta na regiao
de 320 nm, por comparagao dos tempos de retencéo das aminas conjugadas
existentes nas amostras com os dos padrdes de aminas conjugadas. Os
teores de aminas conjugadas nas amostras foram determinados por
interpolacdo em curvas de calibracdo externa com solucdes padrdo das seis

aminas conjugadas (R? = 0,9930).

2.2.5 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, empregando o
programa SISVAR, versdo 5.3 (UFLA, Lavras, MG, Brasil). Os coeficientes de
correlacdo de Pearson e de regressao foram determinados pelo programa
EXCEL.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DAS AMINAS CONJUGADAS

A sintese foi planejada a partir dos acidos p-cumarico (1A) e ferulico (1B),
conforme mostrado na Figura IV. 1. Inicialmente esses compostos foram
convertidos nos ésteres ativados correspondentes (2A e 2B) por reacdo com
N-hidroxisuccinimida (NHS) e cloridrato de N-(3-dimetil-aminopropil)-N’-
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etilcarbodimida (EDAC). Em seguida foi realizado o acoplamento das aminas
putrescina, espermina ou espermidina com esses ésteres ativados para
obtencado das diamidas 3A- dicumaroilputrescina; 3B - diferuloiputrescina; 3C -
dicumaroilespermidina; 3D - diferuloilespermidina; 3E - dicumaroilespermina; e
3F - diferuloilespermina. O esquema da sintese esta representado na Figura
IV.1.

0O
1 o Ny
= OH a A -N
® —a, {
HO 1 HO
R R

Acido p-coumarico - 1A: R' = H 2A:R'=H
Acido fertlico -1B: R' = OMe 28: B! = OMe

J b
0 0
RZ
a) EDAC, NHS, Py, t.a, H H
HO OH
R' R

b) Amina correspondente, NaHCOs,
THF/H;O 3A: R' = H, R? = (CH,),
3B: R' = OMe, R? = (CH;),
3C: R" = H, R? = (CH,)3NH(CH,)4
3D: R' = OMe, R? = (CH,)sNH(CH.),
3E: R = H, R? = (CHy)sNH(CH;)sNH(CH3)s
3F: R! = OMe, R? = (CH,);NH(CH,),NH(CH,),

Figura IV.1. Esquema da sintese das aminas conjugadas aos &cidos cumarico

e ferllico. EDAC: cloridrato de N-(3-dimetil-aminopropil)-N"-etilcarbodimida. NHS: N-
hidroxisuccinimida. THF: tetrahidrofurano.

Quanto aos rendimentos das amidas obtidas, a DCP foi a Unica de
rendimento satisfatorio. As demais, os rendimentos foram baixos (Tabela IV.1).
As diaminas formadas pelos dimeros do acido ferulico apresentaram
grande dificuldade na sua elaboracdo. Apresentaram aspecto pegajoso e suas
caracteristicas fisico-quimicas dificultaram as tentativas de purificacdo através
de recristalizacdo. Essas dificuldades implicaram em uma demanda maior de
tempo para obtencdo dos compostos. Para a purificacdo da putrescina
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diferdlica obtida, foi necesséaria a utilizacdo de coluna cromatografica, o que
reduziu drasticamente o seu rendimento em comparagdo com a putrescina

dicumérica.

Tabela IV.1. Rendimentos das reacfes de sintese das aminas conjugadas

Amina Conjugada Rendimento em relacdo aos substrato s (%)
Dicumaroilputrescina 86
Diferuloilputrescina 35
Dicumaroilespermidina 48
Diferuloilespermidina 27
Dicumaroilespermina 43
Diferuloilespermina 46

As caracteriza¢des dos produtos obtidos foram feitas através de: ponto de
fusdo, espectrometria no Infravermelho (IV) e Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN de *H e 18C). Os pontos de fusdo avaliados estdo apresentados na

Tabela IV.2, mas nao foram encontradas referéncias para comparagao.

Tabela IV.2. Pontos de fusdo das aminas conjugadas sintetizadas

Amina Conjugada Ponto de fusao (°C)
Dicumaroilputrescina 2121
Diferuloilputrescina 171,7
Dicumaroilespermidina 114,2
Diferuloilespermidina 80,3
Dicumaroilespermina 108,5
Diferuloilespermina 112,1

A Figura IV.2 apresenta o espectro no IV da diferuloiespermidina. Pode-
se observar uma banda longa entre 3600 e 2400 cm™ referente aos
estramentos OH e NH e trés bandas finas em 2942 e 2872 cm™
correspondentes aos estiramentos CH alifaticos. Também pode ser observado
uma banda em 1651 cm™ referente & carbonila da amida da estrutura da

diferuloilespermidina.
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A Figura 1V.3 apresenta o espectro de RMN 'H dessa mesma amina
conjugada. Pode-se observar em 7,882 ppm um sinal longo correspondente as
hidroxilas fendlicas. De 7,354 a 6,395 ppm sinais correspondentes aos
hidrogénios dos carbonos, 1-3, 5, 6 e da amida. Em 4,827 ppm, um sinal
correspondente ao hidrogénio do NH alifatico. Em 3,793 ppm, um sinal longo
correspondente ao hidrogénio do carbono 4. Em 3,173 ppm, outro sinal longo
correspondente aos hidrogénios dos carbonos 7 e 13. Em 2,503 ppm, um sinal
correspondente aos hidrogénios dos carbonos 9 e 10 e por fim, de 1,590 a
1,456 ppm, sinais correspondentes aos hidrogénios dos carbonos 8, 11 e 12.

A Figura V.4 apresenta o DEPT (intensificacdo da distor¢cao por
transferéncia de polarizacao) da diferuloilespermidina. Verificam-se de 139,23
a 111,26 ppm sinais correspondentes aos carbonos 1, 2, 3, 5 e 6 da estrutura
quimica da diferuloilespermidina. De 56,49 a 56,05 ppm sinais
correspondentes ao carbono 4, incluindo o sinal para baixo caracteristico de
carbono metilénico. De 49,43 a 27,45 ppm, sinais correspondentes aos

carbonos metilénicos 7 a 13.
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Figura IV.2. Espectro no infravermelho da diferuloilespermidina.
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Figura IV.4. Espectro DEPT da diferuloilespermidina.

Os espectros IV e de RMN das demais aminas conjugadas estao
apresentados nos APENDICE A e APENDICE B, respectivamente.
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3.2 AVALIACAO DO ESPECTRO DAS AMINAS CONJUGADAS
SINTETIZADAS

As aminas conjugadas apresentaram absor¢cado maxima na regido proxima
a 320 nm (Figura IV.5). Portanto, esse foi o comprimento de onda definido

para a detec¢cdo dos compostos.

3.3 PERFIL CROMATOGRAFICO DAS AMINAS CONJUGADAS

Para determinacdo cromatografica das aminas, foram testadas as fases
moveis acetonitrila e TFA 1 mmol com variacbes de gradiente. Inicialmente
foram testados gradientes com fase organica muito fraca, abaixo de 20%.
Houve separacdo dos compostos, mas os picos foram detectados depois de 20
mim de corrida, o que estendeu demasiadamente a eluicdo completa dos
compostos. Aumentos rapidos da fase organica resultaram na sobreposicéo de
picos. A separacdo completa dos picos foi proporcionada por varios periodos
de gradiente constante, além de que para a eluicdo das amidas derivadas da
espermina, foi necessaria uma concentracdo de 60% da fase organica,
acetonitrila, na mistura. Para eluicdo posterior dos derivados da espermidina,
houve necessidade de diminuicdo da concentragcdo da fase organica na
mistura.

O perfil de eluicdo dos padrbes de aminas conjugadas e destas nos
extratos de sorgo estdo apresentados na Figura IV.6.

Verifica-se na Figura IV. 6 (A) que as aminas conjugadas derivadas da
espermina eluiram primeiramente e, em seguida, as derivadas da putrescina.
Por fim, eluiram as aminas derivadas da espermidina. Pode-se verificar ainda
gue as aminas conjugadas dicumaricas eluiram primeiro que as diferulicas.

Na Figura IV.6 (B), no cromatograma do extrato de sorgo, € possivel
verificar a presenca de varios outros compostos que absorvem a 320 nm além
daqueles dos padrées de aminas conjugadas sintetizados. A natureza destes

compostos deve ser investigada.
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Espectro de absorcdo, na regido do ultravioleta, das aminas

conjugadas sintetizadas: DCP: dicumaroilputrescina; DFP: diferuloilputrescina; DCEPM:
dicumaroilespermina; DFEPM: diferuloilespermina; DCEPD: dicumaroilespermidina; DFEPD:

diferuloilespermidina.
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Figura IV.6. Perfil cromatografico de solugcdo contendo as seis aminas

conjugadas sintetizadas (A) e de extrato de sorgo linhagem SC 192 (B).
Condig8es cromatograficas: coluna Nova Pak C18 de 3,9 x 300 mm; 4 um (Waters, Milford,
MA, EUA). Gradiente de eluicdo com acetonitrila e agua adicionada de 1 mmol de TFA, fluxo
de 0,5 mL/min. Quantificagdo a 320 nm. 1: dicumaroilespermina (DCEPD); 2:
diferuloilespermina (DFEPM); 3: dicumaroilputrescina (DCP), 4: diferuloilputrescina (DFP); 5:
dicumaroilespermidina (DCEPM); 6: diferuloilespermidina (DFEPD).
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3.4 PERFIL E TEORES DE AMINAS CONJUGADAS EM SORGO

Em relac&o ao perfil de aminas conjugadas, a DCP né&o foi detectada em
nenhuma das linhagens pesquisadas. Pequenas fracdbes de DFP foram
encontradas na linhagem RTx2783 cultivada com e sem estresse hidrico, e na
linhagem SC192 irrigada (Tabela IV.2). Da mesma forma, as aminas
conjugadas diferulicas e dicumaricas conjugadas a espermidina também foram
encontradas em pequenas proporcdes, abaixo de 7%. A excecdo foi a
presenca de cerca de 20% da DFEPD na linhagem SC192 irrigada (Figura
IV.7). As aminas conjugadas DFEPM e DCEPM foram as mais abundantes,
correspondendo a 78 a 100% das aminas conjugadas pesquisadas nas
linhagens cultivadas com irrigacéo, e de 92 a 100% nas cultivadas sob estresse
hidrico.

Os teores totais das aminas conjugadas pesquisadas nas linhagens
estudadas variaram de 5,70 a 32,4 mg/100 g de sorgo cultivado com irrigacéo,
e de 6,94 a 41,4 mg/100 g de sorgo cultivado sob estresse hidrico. No entanto,
assim como para os acidos fendlicos, para a maioria dos genaotipos, o cultivo de
sorgo em ambiente com estresse hidrico ndo impactou de maneira significativa
nos teores de aminas conjugadas (Tabela IV.3). Ao se avaliar os teores totais
de aminas conjugadas nos sorgos cultivados com irrigacdo, a linhagem SC103
foi a que apresentou teor significativamente mais alto e as linhagens que
apresentaram teores significativamente mais baixos foram as SC328 e SC192,
guando cultivadas nessas condic¢des (Figura I1V.8).

Pesquisas avaliando a presenca de aminas conjugadas em cereais ainda
sdo escassas. Choi et al. (2007) avaliaram, em milho, a presenca de derivados
fendlicos conjugados a putrescina, detectando apenas a presenca de DFP,
DCP e CFP (cumaroil-feruloilputrescina) em quantidades de 1,44 mg/100 g,
0,68 mg/100 g e 7,81 mg/100 g, respectivamente. Em relacdo a DFP e DCP,
quantidades bem menores foram detectadas na presente pesquisa com sorgo
(Tabela IV.3). J& em batata, foram encontrados putrescina, espermina e
espermidina conjugadas ao acido caféico em concentracdes que variaram de
1,00 a 1,16 mg/100 g de batata desidratada (NARVAEZ-CUENCA et al., 2012)
ou de 2,20 a 2,89 mg/100 g (SHAKYA & NAVARRE, 2006). Em laranja, foram
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detectados apenas o acido ferulico conjugado a putrescina em quantidades que
variaram de 1,13 a 7,68 mg/100 mL (BALDWIN et al., 2010).
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Figura IV.7. Percentuais de contribuicdo de aminas conjugadas ao teor total
em linhagens de sorgo cultivadas em dois ambientes: com estresse hidrico e

irrigadas (Controle). DCP: dicumaroilputrescina; DFP: diferuloilputrescina; DCEPM:
dicumaroilespermina; DFEPM: diferuloilespermina; DCEPD: dicumaroilespermidina; DFEPD:
diferuloilespermidina.
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Tabela IV.3. Aminas conjugadas em genotipos de sorgo cultivados com irrigacdo e sob estresse hidrico

Gendtipos Valores médios de aminas conjugadas (mg/100 g)
Dicumaroilputrescina Diferuloilputrescina Dicumaroilespermina Diferuloilespermina Dicumaroilespermidina Diferuloilespermidina Total
Irrigado s
SC328 Nd Nd 3,00 +0,28™ 2,65+ 0,36 0,06 +0,03" NG 5,70 £ 0,53
RTx2783 Nd 0,14 +0,07° 7,40 £1,20% 1,99 £ 0,72 Nd NG 9,52+1,18
SC103 Nd Nd Nd° 32,02+1,16 Nd 0.34+0,30" 32,34+1,17
sca2 Nd Nd 4,61 +0,39% 24,50 +1,07 Nd NG 29,11 £ 1,30
SC192 Nd 0,25 +0,02* 6,05 +0,21% 2,89 +0,51 Nd ° 2,29 +0,03* 11,48 + 0,70
Estresse hidrico
SC328 Nd Nd" 389+0,22% 3,74+0,02° Nd"® 0.59+0.16 8,23+0,06"
RTx2783 Nd 0,34 +0,10* 9,66 + 0,96 2,71+0,37° 0,03+0,02% 0.57 +0.01 1330 + 1,52
SC103 Nd Nd " 1,71+0,60° 39,41 +6,76° Nd " 0.42 001 41,54 +7,34°
Sc42 Nd Nd " 5,83+0,71% 10,27 £0,24%° Nd® Nd 16,10 + 0,94 2
SC192 Nd Nd & 4,35+1,66% 2,34+0,01° 0,07 +£0,05* 0,18 +0,21° 6,94 +1,86"

n = 3. Nd = ndo detectado. Limite de quantificacdo: 0,04 mg/100 g. Para cada amina e tipo de cultivo, médias seguidas de letras mindsculas
diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa e entre os genétipos (Teste de Tukey, p < 0,05). Para cada genoétipo, médias seguidas

de letras mailsculas diferentes indicam diferenga significativa no cultivo irrigado e sob estresse hidrico (Teste de Tukey, p < 0,05).
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Figura IV.8. Teores totais de aminas conjugadas em genoétipos de sorgo

cultivados em dois ambientes: com estresse hidrico e irrigados (Controle).
Letras minlsculas diferentes indicam diferenca significativa nos teores totais de aminas
conjugadas entre os genotipos cultivados sob estresse hidrico e letras maidsculas, entre os
genotipos cultivados com irrigacdo (Teste de Tukey, p < 0.05).

3.5 CORRELACAO ENTRE OS TEORES DE AMINAS CONJUGADA S E
LIVRES E ACIDOS FENOLICOS EM SORGO

Na Tabela IV.4 estdo apresentados os coeficientes de correlagdo de
Pearson entre aminas conjugadas e livres em linhagens de sorgo cultivadas
com e sem estresse hidrico e na Tabela IV.5 os coeficientes de correlacdo de
Pearson entre aminas conjugadas e acidos fendlicos nessas mesmas
amostras.

Correlacdes significativas foram obtidas apenas para as espermidinas
conjugadas dicumaricas e diferulicas no sorgo irrigado e para a espermidina e
a amina diferulica correspondente, no sorgo cultivado sob estresse hidrico
(Tabela IV.4). As equacbes da reta para essas correlacdes foram y = 0,21x -
1,08, y=050x+ 7,10 e y =-0,31 + 6,97, respectivamente. Baseado nestes
resultados, & medida que houve aumento nos teores de espermidina no sorgo
irrigado, houve também um aumento das aminas dicumaricas e diferudlicas

correspondentes.
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Tabela IV.4. Coeficientes de correlacdo de Pearson entre aminas conjugadas
e livres em sorgos cultivados com e sem estresse hidrico

Coeficientes de correlacdo

Aminas Aminas livres
conjugadas Putrescina Espermina Espermidina
Controle E|_S| ;[(;?iscze Controle E|_S| ;[(;?iscze Controle E: ité?i?;e

DCP Nd Nd
DFP 0,7935 Nd

DCEPM 0,5641 0,4224

DFEPM 0,3890 0,6013

DCEPD 0,9952* 0,7015

DFEPD 0,9102* 0,9789*

Valores expressos para *p < 0,05. Nd: ndo determinado, por ndo haver amina livre ou
conjugada. DCP: dicumaroilputrescina; DFP: diferuloilputrescina; DCEPM:
dicumaroilespermina; DFEPM: diferuloilespermina; DCEPD: dicumaroilespermidina; DFEPD:
diferuloilespermidina.

Tabela IV.5. Coeficientes de correlacdo de Pearson entre aminas conjugadas
e acidos fendlicos em sorgos cultivados com e sem estresse hidrico

Coeficientes de correlacdo

Aminas conjugadas Acidos fendlicos

Cumarico Ferulico

Solavel Insolivel Soluvel Insolivel

DCP

Controle Nd Nd

Estresse hidrico Nd Nd

DFP

Controle 0,6872 0,7086
Estresse hidrico Nd Nd
DCEPM

Controle 0,4832 0,9936

Estresse hidrico 0,7186 0,7212

DFEPM

Controle 0,3875 0,5382
Estresse hidrico 0,5039 0,5113
DCEPD

Controle Nd 0,5158

Estresse hidrico Nd 0,9383*

DFEPD

Controle 0,8170 0,6385
Estresse hidrico 0,4896 0,5059

Valores expressos para *p < 0,05. Nd: ndo determinado, por ndo haver amina conjugada ou
acido fendlico na fracdo. DCP: dicumaroilputrescina; DFP: diferuloilputrescina; DCEPM:
dicumaroilespermina; DFEPM: diferuloilespermina; DCEPD: dicumaroilespermidina; DFEPD:
diferuloilespermidina.

Para sorgo cultivado sem irrigacdo, a medida que a espermidina

aumentou no gréo, houve um decréscimo no teor da amina diferdlica conjugada
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a espermidina, ou seja, houve uma menor formacédo de diferuloilespermidina
(Tabela IV.4).

De acordo com a Tabela IV. 5, ndo houve correlagdes significativas em
relacdo as aminas conjugadas e os acidos fendlicos, tanto na fracdo soluvel
quanto na fracdo insoluvel dos sorgos cultivados de forma irrigada e sem
irrigacdo. A unica excecdao foi a correlagdo significativa entre DCEPD e o acido

cumarico na fracdo insoltvel do sorgo cultivado sob estresse hidrico.

4. CONCLUSOES

Foram sintetizadas as aminas diferdlicas e dicumaricas da putrescina,
espermina e espermidina, pois pelos resultados iniciais desse trabalho eram
passiveis de serem detectadas em sorgo, ja que essas aminas e acidos
fendlicos estavam presentes nas linhagens de sorgo testadas. Os compostos
sintetizados apresentaram pureza satisfatoria, de acordo com as analises em
IV, RMN e CLAE.

O método desenvolvido foi Gtil na separagdo e quantificacdo das amidas
difertlicas e dicumaricas da putrescina, espermina e espermidina. As aminas
conjugadas derivadas da espermina foram as mais abundantes, sendo os
teores da diferuloilespermina mais altos que os da dicumaroilespermina.
Quanto as demais aminas conjugadas, a dicumaroilputrescina nao foi
detectada em nenhuma linhagem, enquanto que a diferuloilputrescina e a
dicumaroilespermidina foram encontradas em pequenas quantidades. No
entanto, a linhagem SC192 apresentou um teor expressivo de
diferuloilespermidina, comparado com as demais linhagens. Assim como para
os acidos fendlicos, para a maioria das linhagens de sorgo estudadas, o cultivo
em ambiente com estresse hidrico ndo impactou de maneira significativa nos
teores de aminas conjugadas. O estudo de correlacdo comprovou que quando
o teor de espermidina aumentou no sorgo, houve um aumento da amida
correspondente diferdlica e dicumarica no sorgo cultivado com irrigacdo. Para
sorgo cultivado sem irrigacdo, & medida que a espermidina aumentou no grao,

houve uma menor formacéao de diferuloilespermidina.
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CAPITULO 5 — ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE POLIAMINAS,
ACIDOS FENOLICOS, AMINAS CONJUGADAS E EXTRATOS
METANOLICOS DE SORGO

1 OBJETIVOS

Os objetivos deste capitulo foram: i) avaliar a atividade antioxidante de
poliaminas, &cidos hidroxicindmicos, aminas conjugadas, quimicamente
sintetizadas, e extratos metandlicos de sorgo frente aos radicais 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH) e [2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico]
(ABTS) e o poder desses compostos de reduzirem o ferro e o ion do
molibdénio; ii) avaliar a capacidade de inibicdo da oxidagdo de dleo de soja,
determinada em equipamento Rancimat® por aminas bioativas, acidos
hidroxicinamicos, aminas conjugadas, sintetizadas quimicamente, e por
extratos metandlicos de sorgo; iii) comparar a atividade antioxidante dos
compostos e extratos de sorgo com antioxidantes tradicionais, como butil
hidroxitolueno (BHT) e butil hidroxianisol (BHA); iv) correlacionar os teores de
aminas conjugadas, de acidos fendlicos e de aminas livres nos extratos de

sorgo com a atividade antioxidante desses extratos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL

2.1.1 Amostras

Aminas conjugadas a acidos hidroxicinamicos foram determinadas em
cinco amostras de sorgo, originadas do cultivo com e sem estresse hidrico.

Esse material foi cultivado nos campos experimentais da Embrapa Milho e
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Sorgo, Sete Lagoas, MG, Brasil. As amostras incluiram as linhagens com
tanino denominadas SC328, de coloragdo marrom clara e SC103, marrom, e as
linhagens sem tanino, SC42, marrom, RTx2783, bronze e SC192 cuja
coloracdo é amarela. O cultivo de sorgo foi realizado com duas repeticdes nos
campos experimentais da Embrapa Milho e Sorgo em Nova Porteirinha, MG, a
partir de Junho até Outubro de 2010.

Quando maduros, os graos foram colhidos e, apds expurgo com fosfina,
armazenados sob refrigeracdo (4 + 2° C) e 40% de umidade relativa até a

realizacdo dos experimentos.

2.1.2 Reagentes, solventes e padrbes

Os reagentes empregados foram de grau analitico. As soluc¢des foram
preparadas com metanol (JT Baker, Xalostoc, México). As poliaminas foram
adquridas da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA): espermina (S3256) e
espermidina (S2626). Os acidos cumarico (C9008), ferulico (128708), sinapico
(D7927) e caféico (Fluka, 60020) foram também adquiridos da Sigma Chemical
Co. (St. Louis, MO, EUA). As aminas conjugadas dicumaroilputrescina (DCP),
diferuloilputrescina (DFP), dicumaroilespermidina (DCEPD),
diferuloilespermidina (DFEPD), dicumaroilespermina (DCEPM),
diferuloilespermina (DFEPM) foram sintetizadas no laboratério de Quimica
Farmacéutica da Faculdade de Farmacia, sob a responsabilidade do Dr.
Ricardo José Alves. Todos as substancias utilizadas nos testes de atividade
antioxidante foram diluidos em metanol na concentracao de 100 pg/mL.

Os reagentes empregados nos testes de atividade antioxidante foram
DPPH (D9132) e ABTS (A1888), adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO, EUA). O fosfato de sédio, molibdato de amoénia, hexacianoferrato (Ill) de
potassio, cloreto férrico, persulfato de potassio e acido tricloracético foram
adquiridos da Synth (Labsynth, Diadema, SP, Brasil), e o acido sulfarico da
Dindmica Quimica Contemporanea Ltda. (Diadema, SP, Brasil).

Os antioxidantes sintéticos utilizados, BHA e BHT, foram adquiridos da
Synth (Diadema, SP, Brasil).
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O dleo de soja e de milho refinados e sem antioxidante foram cedidos
pela Cargill Agricola (Mairinque, SP, Brasil) sendo mantidos sob congelamento
a — 80 °C até o momento da analise.

2.2 METODOS

2.2.1 Preparo dos extratos

Os extratos de sorgo foram preparados segundo a metodologia proposta
por Shao et al. (2014) com modificagcbes. Foram pesados 2 g de sorgo
triturado (granulometria de 420 um) e procedeu-se a extracdo com 15 mL de
metanol 80%. A mistura foi agitada em mesa agitadora (Ovan, Badalona,
Espanha) a 800 rpm por 1 hora seguida de centrifugacao (Jouan CR3i, Saint-
Herblain, Franca) a 4500 g a 18 °C por 15 mim. Esse procedimento foi
realizado duas vezes e os sobrenadantes combinados. Os sobrenadantes
foram concentrados por aquecimento a 40 °C com injecdo concomitante de ar
comprimido, estocando-os a -20 °C até a realizacdo dos testes antioxidantes.
As extracdes foram realizadas em triplicata.

Os extratos foram ressuspendidos em metanol e utilizados nos testes de
atividade antioxidante na concentracado de 600 pg/mL. Os testes de atividade

antioxidante foram realizados em triplicata.

2.2.2 Atividade antioxidante frente ao radical DPPH

A avaliacdo da atividade antioxidante por meio do método do sequestro
dos radicais livres DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) foi realizada de acordo com
as metodologias de Awika et at. (2003) e Gomes (2014) no Departamento de
Quimica UFLA, sob a responsabilidade da professora doutora Maria das
Gragas Cardoso.

Uma solugcdo metanodlica de DPPH foi preparada na concentracdo de 40

pMg/mL. Para a avaliacdo, 2,7 mL da solucdo de DPPH foram adicionados em
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tubos de ensaio, seguidos da adicdo de 0,3 mL de extrato metanodlico ou de
cada um dos padrbes avaliados. Em paralelo, o controle negativo foi
preparado contendo todos os reagentes, exceto a amostra. Para a
comparacao das atividades antioxidantes, o antioxidante sintético BHT foi
empregado. A curva analitica de BHT foi construida nas concentracdes de
6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200; e 400 pg/L. Uma equacao polinomial (y = -
0,0012x* + 0,6892x + 7,1408; R2 = 0,9753) foi utilizada para expressar os
resultados em g equivalente de BHT por g de poliamina, acido fendlico, amina
conjugada, ou extrato de sorgo.

Apéds descanso por 60 min na auséncia de luz, leituras foram realizadas
no comprimento de onda de 517 nm utilizando o espectrofotometro (Shimadzu
UV-160 1PC, Kioto, Japdo). A atividade antioxidante (AA%) foi calculada

usando a equacéo V.1:

AA% = [(Acn — Aamo) / Acn] X 100 (V.1)
em que:
Aamo = Absorbancia do DPPH com a amostra, e

Acn = Absorbancia do DPPH com o metanol.

2.2.3 Atividade antioxidante frente ao radical ABTS

O teste frente ao radical ABTS foi realizado no Departamento de Quimica
UFLA, sob a responsabilidade da professora doutora Maria das Gracas
Cardoso.

A formacao do cétion radical ABTS ((2,2-azinobis-[3-etil-benzotiazolin-6-
acido sulfénico]) foi realizada de acordo com Awika et at. (2003) e Gomes
(2014). Para o ensaio, 50 pL de amostra foram adicionados a 1950 pL da
solucédo do radical ABTSe+. ApOs 6 min de armazenamento em auséncia de
luz, a absorvancia foi monitorada espectrofotometricamente a 734 nm
(Shimadzu 160-UV, Kioto, Japdo). A absor¢cdo de uma amostra contendo a
mesma quantidade de metanol e uma solucdo do radical ABTSe+ atuaram

como controle negativo. A porcentagem de inibicdo do radical ABTSe+ pela
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amostra, ou seja, pelos extratos de sorgo, poliaminas, acidos fendlicos, ou

amina conjugada, foi calculada de acordo com a equacgao V.2:

% Efeito de captacao do radical = [(Acn - Aam) / Acn] X 100 (V.2)
em que:

Acn = Absorbancia do controle negativo,

Aam = Absorbancia da amostra.

Os valores foram comparados com uma curva padrdo de BHT nas
concentracbes de 6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200; 400; e 1000 pg/mL de BHT em
metanol. Uma equacdo polinomial (y = -0,0003x* + 0,3468x + 8,1096; R? =
0,9726) foi utilizada para calcular os resultados que foram expressos em ¢
equivalente de BHT por g de poliamina, acido fendlico, amina conjugada, ou

por g de extrato de sorgo.

2.2.4 Poder de reducao do ferro

O teste de poder de reducdo do ferro realizado no Departamento de
Quimica UFLA, sob a responsabilidade da professora doutora Maria das
Gracas Cardoso.

Uma aliquota de 50 pL das solu¢Bes metandlicas dos extratos de sorgo
ou de cada um dos padrdes foram adicionados em um tubo de ensaio com 500
uL de tampao fosfato e 500 puL de hexacianoferrato Ill de potassio. Os tubos
foram tampados e ap0Os agitacdo em vortex, foram incubados em um banho-
maria a 50 °C durante 20 min. Em seguida, foram adicionados aos tubos, 500
uL de TCA 10%, 1500 pL de agua e 300 pL de cloreto férrico. Foi entdo feita a
leitura em espectrofotbmetro a 700 nm (Shimadzu 160-UV, Kioto, Japao) (DOS
SANTOS et al. 2007; GOMES, 2014). O poder de reducéo do ion ferricianeto

pelo provavel antioxidante foi calculado de acordo com a equacéo V.3:

Poder de reducédo = (Acn - Aam) X 100 (V.3)
em que:

Acn = Absorbancia do controle negativo, e
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Aam = Absorbancia da amostra.

O poder de reducdo do ferro pelas amostras foi comparado com uma
curva para varias concentracdes de BHT (6,25; 12,5; 50; 100; 200; 400; e 1000
png/mL). Uma regressao (y = 0,0019x - 0,0125; R2 = 0,988) foi utilizada para
expressar os resultados em g equivalente de BHT por g de poliamina, acido
fendlico, amina conjugada ou por g de extrato de sorgo.

2.2.5 Poder de reducao do complexo de molibdénio

O teste de poder de reducéo do complexo de molibdénio foi realizado no
Departamento de Quimica UFLA, sob a responsabilidade da professora
doutora Maria das Gragas Cardoso.

Uma aliquota de 50 pL das solu¢Bes metandlicas dos extratos de sorgo
ou de cada um dos padrdes foram adicionados em um tubo de ensaio com 500
puL de solucdo de reagente (acido sulfarico 10% 1,8 M, 28 mM de fosfato de
sédio e molibdato de aménio a 4 mM). Os tubos foram tampados e incubados
em um banho-maria a 95 °C durante 60 min. Apés o resfriamento dos tubos de
ensaio, foi feita a leitura em espectrofotometro a 695 nm (Shimadzu 160-UV,
Kioto, Japéo) (PRIETO et al., 1999; GOMES, 2014). O poder de reducao do
molibdénio pelo provavel antioxidante foi calculado de acordo com a equagéo
V.4.

Poder de reducio = (Acn - Aam) X 100 (V.4)
em que:
Acn = Absorbancia do controle negativo,

Aam = Absorbancia da amostra.

Os valores da capacidade antioxidante das amostras foram comparados
com uma curva para varias concentracdes de BHT (6,25; 12,5; 25; 50; 100;
200; 400; e 1000 pg/mL). Uma regressao linear (y = 0,0006x + 0,047; R2 =
0,9802) foi utilizada para expressar os resultados em g equivalente de BHT por

g de poliamina, acido fendlico, amina conjugada, ou por g de extrato de sorgo.
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2.2.6 Avaliacdo da atividade antioxidante em Ranci mat®

Os acidos hidroxicinamicos foram pesados e diluidos em 1 mL de metanol
com auxilio de ultrassom por 15 min. Em seguida foram adicionados 5 g de
Oleo de soja, obtendo para os acidos caféico e sinapico, concentracdes de 0,06
g/100 g de dleo e para os &cidos ferulico e cumarico, concentracdes de 0,12
g/100 g de o6leo. O mesmo procedimento foi realizado para as aminas
conjugadas sintetizadas, obtendo concentracbes de 0,12 g/100 g de Oleo.
Antes das analises no Rancimat, os extratos metandlicos de sorgo foram
ressuspendidos em 1 mL de metanol a 80%, homogeneizados em ultrassom
por 15 min e entdo adicionados em 5 g de 6leo de soja, de modo a obter
concentracfes de extrato em o6leo proximas a 0,6 g/100 g de o6leo, ou seja,
concentracdes dez vezes maiores que as concentragdes dos padrdes em 0Oleo
A capacidade antioxidante dos compostos e dos extratos metandlicos foi
comparada a mistura sinergistica de antioxidantes tradicionalmente usada na
industria alimenticia, o BHA e o BHT, estes na concentracao final de 0,06 g/100
g de Oleo. Todas as solucdes em 6leo foram homogeneizadas em ultrassom
durante 30 min antes da analise no Rancimat.

A analise da atividade antioxidante foi determinada mediante avaliacdo da
estabilidade oxidativa de 6leo de soja utilizando o Rancimat® modelo 743 da
Metrohm AG (Herisau, Suica), conforme o método descrito na AOCS Cd 12b-
92 (AOCS, 2009). As andlises foram realizadas em duplicata, incluindo o
controle em todas as rodadas. Os estudos foram realizados a temperatura de
110 °C, com fluxo de ar de 20 L/h, e 50 mL de agua Milli-Q para recepcao dos
volateis. Deve-se destacar que a vidraria foi rigorosamente lavada entre as
andlises, utilizando detergente neutro e ultrassom a 65 °C, a fim de se evitar
qualquer interferéncia nos resultados.

Os resultados foram expressos como fator de protecdo (FP) segundo a
equacao (V.5), conforme boletim de aplicacdo numero 232, disponibilizado pelo
fabricante do equipamento (METROHM, 2008).

Pla
Plc

PF =
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(V.5)

em que:

Pl, = periodo de inducéo do Oleo de soja com adi¢cdo dos extratos metandlicos
de sorgo ou dos padrdes; e

Pl. = periodo de inducdo do controle (6leo de soja sem adicdo dos extratos
metandlicos de sorgo ou dos padrdes).

2.2.7 Anélises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, empregando o
programa SISVAR, versao 5.3 (UFLA, Lavras, MG, Brasil). Os coeficientes
Pearson e de regressao foram determinados pelo programa EXCEL.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE NOS DIFERENTES MODELOS QUIMICOS

A atividade antioxidante frente ao radical DPPH, ABTS e o poder de
reducdo do ferro e do complexo de molibdénio dos compostos e extratos
pesquisados esta apresentada na Tabela V.1. Observa-se que todos os
compostos e extratos apresentaram atividade antioxidante maior que o BHT
frente ao radical DPPH e ABTS. Frente ao radical DPPH, os &cidos caféico,
fertlico e sinapico foram os compostos que apresentaram maior atividade
antioxidante. Esse fato €&, possivelmente, devido a capacidade desses
compostos de doar elétrons ou hidrogénio ao radical DPPH e se estabilizarem
por ressonancia no anel fendlico. Quando o anel fendlico é substituido nas
posicbes orto ou para em relacdo a hidroxila fendlica, essa capacidade
antioxidante é aumentada (SON & LEWIS, 2002). Portanto, os acidos caféico,

ferulico e sinapico possuem maior atividade que o acido cumarico, ja que este
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nao possui substituicAo nestas posicbes. As poliaminas livres também
apresentaram atividade antioxidante no modelo utilizado, sendo esta
capacidade proxima a do acido cumarico. Por outro lado, a conjugacdo aos
acidos fendlicos aumentou a capacidade antioxidante das poliaminas, embora
em menor intensidade em relacdo aos acidos fendlicos livres. As amidas
difertlicas apresentaram maior atividade que as correspondentes dicumaricas.
Um resultado interessante foi o fato de que as amidas da putrescina
apresentaram atividade antioxidante, ja que, segundo Bellé et al. (2004) e
Mendonca (2009), a putrescina livre ndo possui essa propriedade.

Ainda em relagéo ao radical DPPH, os extratos metandlicos de sorgo das
linhagens SC328, SC103 e SC42 apresentaram atividade antioxidante
expressivas, iguais ou proximas aos acidos caféico, ferulico e sinapico, o que
demonstra a capacidade antioxidante do sorgo, mesmo em linhagens sem
tanino. No entanto, vale destacar que os teores de acidos fendlicos solluveis e
de aminas conjugadas nos extratos metandlicos de sorgo sdo baixos como
relatado nos capitulos anteriores, nas Tabelas IIl.2 e V.3, respectivamente.
Esse fato permite inferir que outros compostos séo responsaveis pela atividade
antioxidante proporcionada pelos extratos de sorgo avaliados.

Dlamini et al. (2007) observaram que sorgo de pericarpo claro possui
menor atividade antioxidante frente aos radicais DPPH e ABTS em
comparacao com as linhagens cujo pericarpo € vermelho, marrom ou preto.
Esse fato também foi observado para o genotipo SC192, de coloragdo amarela.
No entanto o gendtipo RTx2783 cujo pericarpo € bronze-avermelhado, mesmo
possuindo coloracdo mais intensa, apresentou baixa atividade antioxidante.

Bellé et al. (2004) avaliaram a atividade antioxidante das poliaminas
espermidina e espermina em varios sistemas por meio do teste de TBARS
(espécies reativas ao acido tiobarbitirico) e verificaram que a espermina
possuia maior atividade antioxidante que a espermidina. No entanto, no
presente estudo, a capacidade antioxidante da espermina frente ao radical

DPPH nao foi significativamente diferente em relacéo a espermidina.
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Tabela V.1. Atividade antioxidante em diferentes modelos quimicos de poliaminas, acidos fendlicos, aminas conjugadas e de
extratos metanaolicos de sorgo expressos em g equivalentes de BHT

g equivalente de BHT/g de amostra

Amostra Poder redutor do
Radical DPPH Radical ABTS Poder redutor do ferro complexo de
molibdénio
Acido caféico 181,222 407,682 10,572 21,38°
Acido cumarico 28,39 364,47 1,60° 1,99
Acido ferdlico 180,852 407,182 5,88" 6,64°"
Acido sinapico 177,34 407,732 6,37°" 18,922
Espermidina 4,489 257,17° 1,54°¢ 0,00¢
Espermina 11,43 359,78° 2,641 0,001
Dicumaroilputrescina 15,541 310,68" 0,08 0,00¢
Diferuloilputrescina 125,75 ¢ 211,35 0,17° 0,85¢
Dicumaroilespermidina 26,21" 289,19° 0,00 0,22¢
Diferuloilespermidina 112,02°¢ 234,27° 0,27" 0,37¢
Dicumaroilespermina 17,58 397,93° 1,52°¢ 3,56°¢
Diferuloilespermina 139,57°¢ 407,73° 3,32°¢ 3,90°¢
SC328 173,77% 259,59 ° 0,11° 0,12¢
RTx2783 29,74" 42,951 0,00 0,00
SC103 172,36 % 291,20° 0,16 0,10¢
sSc42 165,72° 163,92°¢ 0,03" 0,00
SC192 32,04 38,301 0,00 0,00¢

Para cada teste, letras diferentes indicam diferenca significativa (Teste de Tukey, p < 0,05).
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Choi et al. (2007) pesquisaram a atividade antioxidante, frente ao radical
DPPH, dos compostos dicumaroilputrescina, diferuloilputrescina e cumaroil-
feruloilputrescina isolados de farelo de milho e comprovaram a atividade
antioxidante destes compostos. Dentre estes, a diferuloilputrescina exerceu
uma grande capacidade de sequestrar radicais DPPH, seguido pela cumaroil-
feruloilputrescina e depois pela dicumaroilputrescina. Inclusive a capacidade
antioxidante da DFP foi maior que a capacidade antioxidante do acido ferulico
livre, o que ndo aconteceu nesse estudo com sorgo. Choi et al. (2007) também
verificaram que a atividade antioxidante das aminas conjugadas a derivados do
acido cindmico, em relagdo ao sequestro de radicais DPPH, aumenta com a
presenca de grupos metila adjacentes ao grupo 4-hidroxil para-substituido no
anel aromatico. Esse fato também foi observado nesse estudo, ja que as
amidas do acido ferulico apresentaram maior capacidade antioxidante que as
amidas do acido cumarico. No entanto, a capacidade antioxidante das aminas
conjugadas depende de véarios outros fatores, como solubilidade e
hidrofobicidade dos componentes, capacidade antioxidante na fase aquosa e
lipidica. Também, segundo Scherer & Godoy (2009) e Dawidowicz et al. (2012)
a capacidade antioxidante de um mesmo composto em modelo DPPH é dificil
de ser comparada entre os trabalhos publicados por falta de um padrdo na
forma de expressar os resultados e pelo fato de diferentes metodologias
influenciarem na determinacdo da capacidade antioxidante dos compostos
avaliados.

Em relacdo ao radical ABTS, os acidos fendlicos apresentaram alta
capacidade antioxidante. As esperminas conjugadas aos acidos cumarico e
fertlico apresentaram capacidade antioxidante igual as dos acidos fendlicos
livres e as poliaminas espermina e espermidina apresentaram capacidade
antioxidante estatisticamente semelhante entre si. Quanto aos extratos de
sorgo, os resultados foram semelhantes ao teste com o DPPH, ou seja, as
linhagens SC328 e SC103 apresentaram atividade antioxidante expressiva,
embora nesse modelo, menores que as dos acidos caféico, ferulico e sinapico.
Novamente as linhagens SC192 e RTx2783 foram as que apresentaram menor
poder antioxidante (Tabela V.1).

Os resultados da atividade antioxidante de extratos de sorgo frente ao

radical ABTS foram maiores que os frente ao radical DPPH. Esse fato também
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foi observado por Awika et al. (2003), Dykes et al. (2006) e Dlamini et al.
(2007). Segundo esses pesquisadores, alguns pigmentos presentes nos
extratos de sorgo, tais como as antocianinas, causam interferéncia levando a
subestimacdo dos resultados dos testes frente ao radical DPPH. O
comprimento de onda de 734 nm, utilizado para medir os compostos reduzidos
no teste ABTS elimina a interferéncia das antocianinas, o que nao acontece no
comprimento de onda empregado no teste DPPH, que é de 517 nm (AWIKA et
al., 2003).

O poder dos compostos e extratos de sorgo de reduzirem o ion
ferrocianeto a ferrocianato apresentou valores correspondentes a g de BHT
inferiores aos apresentados pelo método DPPH e ABTS. Nesse modelo, o
acido caféico demonstrou capacidade antioxidante maior que os acidos ferulico
e sinapico. Das amidas sintetizadas, apenas as derivadas da espermina
apresentaram capacidade antioxidante. Quanto as poliaminas, espermina
apresentou poder redutor estatisticamente mais alto que a espermidina. No
entanto, segundo Bellé et al. (2004), essas poliaminas tém baixo poder de
reducao do ferro.

Os extratos metandlicos dos gendtipos de sorgo estudados nao
apresentaram capacidade de reduzir o ferro, e, portanto, ndo apresentaram
capacidade antioxidante, diferentemente dos modelos anteriores (Tabela V.1).

Quanto ao poder de reducdo do molibdénio pelos compostos e extratos
de sorgo estudados, os resultados sdo préximos ao do teste de reducdo do
ferro, em termos de quantidade equivalente de BHT. No entanto, os acidos
caféico e sinapico foram os que apresentaram maior capacidade de reducédo do
molibdénio, seguida pelo acido ferdlico. O acido cumarico apresentou
capacidade menor em relacdo aos demais &cidos fendlicos. As poliaminas,
assim como as aminas conjugadas, nédo apresentaram capacidade antioxidante
nesse modelo. As excecOes foram as aminas conjugadas da espermina que
apresentaram atividade antioxidante estatisticamente igual a do &cido
cumarico. Da mesma forma que para o teste de reducéo do ferro, os extratos
de sorgo ndo apresentaram capacidade de reduzirem o molibdénio (Tabela
V.1).
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3.2 AVALIACAO DA ESTABILIDADE OXIDATIVA DE OLEO DE SOJA
FRENTE AOS DIFERENTES COMPOSTOS

De acordo com a Figura V.1, pode-se observar que o acido caféico
apresentou o maior fator de protecéo, ou seja, alta capacidade de estabilizar a
oxidacdo de Oleo de soja, capacidade esta inclusive maior que a do
antioxidante sintético BHT e da mistura dos antioxidantes sintéticos BHT/BHA,
usualmente empregados na industria de alimentos. Observa-se também que o
acido sinapico, embora tenha apresentado fator de protecdo menor que o do
acido caféico e também menor que o dos antioxidantes sintéticos, foi maior que
a capacidade antioxidante dos demais acidos fendlicos estudados. Esse fato ja
havia sido observado por Robbins (2003), que relatou que a atividade
antioxidante dos acidos fendlicos é variavel entre os compostos, pois esta
relacionada com a quantidade e o tipo do substituinte do grupo hidroxil no anel
fendlico.

Em relacdo as aminas conjugadas sintetizadas, o maior fator de protecao
foi para a diferuloilputrescina, 1,04, seguido da diferuloilespermidina, cujo fator
de protecao foi de 1,02 (Figura V.1). Observou-se ainda, que embora a
atividade antioxidante das aminas conjugadas tenha sido menor que a dos
antioxidantes sintéticos, esta foi igual ou maior que a dos acidos fendlicos
correspondentes, o que reforca o fato das aminas, quando conjugadas aos
acidos fendlicos, tem sua capacidade antioxidante potencializada (CHOI et al.,
2007).

Como relatado anteriormente, a concentracdo de aminas conjugadas e de
acidos fendlicos totais sollveis no extrato era menor que 0,12 g/100 g de Oleo.
Ainda assim, o0s extratos metandlicos das linhagens SC42 e SC192
apresentaram altos fatores de protecdo, 1,07 e 1,06, respectivamente,
semelhantes ao fator de protecédo do acido sinapico na concentracao de 0,06
g/100 g de d6leo (FP - 1,09). Acredita-se que outros compostos estejam

contribuindo para a atividade antioxidante desses extratos.
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Figura V.1 - Fatores de protecdo do BHT, da associacao de BHT e BHA, de
acidos hidroxicinamicos, de aminas conjugadas e de extratos metandlicos de

diversas linhagens de sorgo. Concentragéo das solugdes: acidos caféico, sinapico, BHT
e mistura BHT/BHA: 0,06 g/100 g de 6leo. Acidos cumarico, ferdlico e aminas conjugadas: 0,12
g/100 g de dleo. Extratos de sorgo: 0,6 g/100 g de 6leo. DCP: dicumaroilputrescina; DFP:
diferuloilputrescina; DCEPM: dicumaroilespermina; DFEPM: diferuloilespermina; DCEPD:
dicumaroilespermidina; DFEPD: diferuloilespermidina.

3.3 ESTUDO DA CORRELACAO ENTRE OS TEORES TOTAIS DE
POLIAMINAS, DE ACIDOS FENOLICOS E DE AMINAS CONJUGA DAS EM
EXTRATOS DE SORGO E A ATIVIDADE ANTIOXIDANTE EM DIF ERENTES
MODELOS

De acordo com a Tabela V.2, ndo houve correlacdes expressivas entre os
teores de poliaminas, de acidos fendlicos e de aminas conjugadas e a atividade
antioxidante avaliada pelos quatro métodos. No entanto, quando se avaliou 0s

teores de fendlicos totais e a atividade antioxidante, essas correlacdes foram
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significativas a 99% nos testes do radical DPPH e ABTS. Para essas
correlacbes, as equacdes foram: [y = 117,40 x — 11,83; R = 0,95 e y = 179,13
X — 33,91; R? = 0,93, para a relacdo entre fendlicos totais e a atividade
antioxidante nos testes do radical DPPH e ABTS, respectivamente].

Vérios estudos de correlacdo entre os teores de fendlicos totais e a
atividade antioxidante em amostras de sorgo apresentaram valores altos
(AWIKA et al.; 2003; DYKES et al., 2006; MORAES, 2011). Awika et al. (2003)
encontraram R? = 0,96 e R® = 0,97 para a correlacdo entre os teores de
fendlicos totais em amostras de sorgo e atividade antioxidante em DPPH e
ABTS, respectivamente, valores proximos a esse estudo. Da mesma forma,
Dykes et al. (2006) encontraram correlacdes de Pearson com R > 0,97 entre os
teores de fendlicos totais e a atividade antioxidante tanto em modelo DPPH
guanto em ABTS.

Esses resultados permitem inferir que outros compostos fendlicos, além
dos &cidos fendlicos e das aminas conjugadas a acidos fendlicos estédo
contribuindo para a atividade antioxidante dos extratos de sorgo avaliados.
Justamente as linhagens SC328 e SC103, que segundo dados da Embrapa
Milho e Sorgo, possuem taninos, apresentaram as maiores capacidades
antioxidantes frente aos radicais DPPH e ABTS. Dados fornecidos pela
Embrapa Milho e Sorgo também demonstraram correlacdes expressivas entre
os teores de antocianinas nos extratos dos cinco genotipos estudados nesse
trabalho e a atividade antioxidante frente ao DPPH (R? = 0,9564) e ABTS (R? =
0,9104). Portanto, acredita-se que as antocianinas e/ou os taninos devam ser
0S maiores responsaveis pela capacidade antioxidante das linhagens de sorgo

estudadas.
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Tabela V.2. Coeficientes de correlacdo de Pearson entre a atividade
antioxidante em diferentes modelos e os teores totais de poliaminas, de acidos
fendlicos, de aminas conjugadas e fendlicos totais detectados em extratos de
sorgo

Coeficientes de correlacao.

Atividade antioxidante

Compostos
detecstsrd%s em Re%lﬁ)gao Reducao Radical Radical
9 o do ferro DPPH ABTS
molibdénio

Poliaminas® 0,3180 0,3874 0,5485 0,4994
Acidos fenclicos 0,3628 0.3961 0.3626 0,4206
sollveis
Aminas 0,0008 0,4064 0,5162 0,4325
conjugadas
Fendlicos totais 0,7622 0,8617 0,9760* 0,9670*

Valores expressos para *p < 0,01. a: espermina e espermidina; b: acido caféico, cumarico,
ferdlico e sinapico; c¢: dicumaroilputrescina, diferuloilputrescina, dicumaroilespermidina,
diferuloilespermidina, dicumaroilespermina, diferuloilespermina.

4 CONCLUSOES

Os extratos de sorgo das linhagens SC328, SC103 e SC42 apresentaram
atividade antioxidante expressivas nos modelos DPPH e ABTS. Ja as
linhagens SC192 e RTx2783 apresentaram menor poder antioxidante nesses
modelos. Entretanto, estes extratos ndo foram capazes de reduzir o ferro e
nem o molibdénio, para todas as linhagens estudadas. Quanto aos
coeficientes de correlacdo, estes foram expressivos apenas entre os teores de
fendlicos totais no sorgo e a atividade antioxidante em modelo DPPH e ABTS,
0 que permite inferir que outros compostos fendlicos que néo os estudados séo
0S maiores responsaveis para atividade antioxidante das linhagens de sorgo
avaliadas.

As aminas conjugadas diferuloilputrescina, diferuloilespermina e
diferuloilespermidina apresentaram atividades antioxidantes expressivas em
modelo DPPH, embora menores que a do acido ferulico, porém maiores que a
das poliaminas. Ja& em relacdo ao radical ABTS as aminas conjugadas
derivadas da espermina apresentaram atividade antioxidante tdo alta quanto as

dos acidos fendlicos. Também as Unicas aminas conjugadas que
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apresentaram capacidade antioxidante capaz de reduzir o ferro e o molibdénio
foram as amidas diferulicas e dicumaricas da espermina.

Os acidos caféico e sinapico apresentaram alta capacidade de
estabilizar a oxidacdo de Oleo de soja, sendo que a capacidade do &cido
caféico foi maior que a capacidade antioxidante da mistura de BHT/BHA. As
aminas conjugadas aos acidos cumarico e ferulico apresentaram capacidade
antioxidante maior que a dos &cidos fendlicos correspondentes. J& os extratos
metandlicos de sorgo, mesmo possuindo pequenas concentracdes de acidos
fendlicos e de aminas conjugadas, apresentaram atividades antioxidantes

semelhantes as aminas conjugadas e as dos acidos ferulico e cumarico.
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CONCLUSOES INTEGRADAS

A partir desses estudos, foi possivel concluir que o sorgo € um cereal que
além de possuir compostos funcionais como, taninos condensados, 3-
deoxiantocianinas, acidos fendlicos, fitostérois e policosanadis, ja relatados em
outros estudos, € fonte de poliaminas, especificamente, de espermina e
espermidina, compostos com atividade antioxidante ja comprovada. Também é
um alimento seguro, por ndo possuir aminas biogénicas.

Durante a germinacéo por 7 dias, houve apenas aumento nos teores de
putrescina, 0s quais aumentaram trés vezes em relacdo ao grao. O cultivo de
sorgo em ambiente com estresse hidrico impactou na diminuicdo das aminas,
sendo os teores significativamente menores nos gendtipos com tanino
submetidas ao estresse hidrico. J& as mudancas nos teores de aminas
durante a germinacéo de sorgo nao foram afetadas pela presenca de tanino no
grao.

Foram detectados nos genétipos de sorgo estudados, os &acidos
hidroxicinamicos: p-cumarico, ferdlico, caféico e sinapico, sendo o acido
ferulico predominante. Mais de 90% dos acidos fendlicos estédo localizados na
camada externa do grdo, ou seja, no pericarpo. Foi possivel verificar ainda,
que as condicdes de estresse hidrico ndo foram suficientes para aumentar os
teores de fendlicos totais, incluindo &cidos hidroxicindmicos nos genotipos
estudados, ou seja, ndo houve efeito do estresse hidrico. Poéde-se concluir
ainda, que para sorgos irrigados, mudancas nos teores de acidos fendlicos na
fracdo solavel impactaram de maneira significativa nos teores de aminas
bioativas livres nesses grdos. Os teores de fendlicos totais encontrados nos
genotipos de sorgo estudados sugerem que o sorgo seja fonte maior de
fendlicos totais comparado a outros cereais, como trigo, milho e arroz.

Em relacdo as aminas conjugadas pesquisadas, estas foram encontradas
em pequenas quantidades nos extratos metandlicos. As aminas conjugadas
derivadas da espermina foram as mais abundantes, sendo os teores da
diferuloilespermina mais altos que os da dicumaroilespermina. Quanto as

demais aminas conjugadas, a dicumaroilputrescina ndo foi detectada em
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nenhuma linhagem, enquanto que a diferuloilputrescina e a
dicumaroilespermidina foram encontradas em pequenas quantidades. Sugere-
se, em estudos futuros, avaliar esses compostos nas fra¢des insolluveis do
grao, visto que os acidos fendlicos estdo mais concentrados no pericarpo. O
estudo de correlacdo comprovou que quando o teor de espermidina aumentou
no cereal, houve um aumento da amida correspondente diferulica e dicuméarica
no sorgo cultivado com irrigagéo.

Foi possivel verificar ainda que os extratos metandlicos das linhagens de
sorgo possuem atividade antioxidante expressiva frente aos radicais DPPH e
ABTS, especialmente as linhagens SC103, SC42 e SC328. Correlagbes
significativas foram observadas somente entre os teores de fendlicos totais no
sorgo e a atividade antioxidante em modelo DPPH e ABTS, o que permite
inferir que outros compostos fendlicos que ndo os acidos hidroxicinamicos
estudados sdo 0s maiores responsaveis pela atividade antioxidante das
linhagens de sorgo avaliadas.

Ja o0s extratos metanolicos de sorgo, mesmo possuindo pequenas
concentracbes de acidos fendlicos e de aminas conjugadas, apresentaram
atividades antioxidantes em Rancimat®, semelhantes as aminas conjugadas e
semelhantes as dos &cidos ferulico e cumarico.

Sugere-se avaliar outros genotipos de sorgo para confirmar o efeito da
presenca de tanino no gréo e do cultivo com estresse hidrico sobre os teores

de aminas livres e conjugadas e de acidos fendlicos.
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APENDICE A
Espectros no Infravermelho das Aminas Conjugadas

Sintetizadas
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APENDICE B
Espectros no RMN das Aminas Conjugadas Sintetizadas
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