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RESUMO

A preocupacdo em adotar medidas que previnam a oxidacdo em alimentos e no
organismo humano tem intensificado o interesse nas propriedades antioxidantes de
compostos naturais, como os compostos fenodlicos (CFs) dos vegetais. Um dos
problemas encontrados para avaliar a real contribuicdo destas substancias na
medida da capacidade antioxidante é a interferéncia de alguns nutrientes (proteinas,
aminoacidos, acucares, etc.) nesta medida. Estes podem apresentar tanto
capacidade antioxidante em alguns métodos analiticos quanto interagir com os CFs.
Neste estudo, testou-se, entédo, a capacidade antioxidante TEAC (Trolox equivalent
antioxidant capacity) e FC (Folin Ciocalteu) de alguns nutrientes isoladamente
(triptofano, tirosina, fenilalanina, metionina, glicose e frutose) e a combinacdo de
misturas destes com uma mistura de padrdes de CFs (acido galico, acido ferrdlico,
catequina e rutina), ou com a bebida cha verde. Dois grupos de planos
experimentais foram delineados, sendo um por planejamento de mistura (simplex
centréide) dos aminoacidos, e posteriormente estes diluidos em solucdo padrdo de
CFs, e outro por planejamento fatorial fracionario (Box-Behnken), com a combinacéo
de niveis de todos os fatores (aminoacidos, acucares e padrbes de CFs ou cha
verde). Os resultados TEAC e FC mostram que, entre os nutrientes analisados
isoladamente, apenas o triptofano e tirosina apresentaram atividade em ambos o0s
métodos. A frutose apresentou atividade apenas no método de FC, sendo esta muito
menor que a dos aminoacidos. No plano de mistura dos aminoacidos, o triptofano e
a tirosina apresentaram efeito significativo na atividade antioxidante, sendo efeito
guadratico para o TEAC e linear para o FC. Quando as misturas dos aminoacidos
eram diluidas na mistura de CFs, o triptofano e a tirosina influenciaram
significativamente no meétodo TEAC; jA no meétodo FC, os quatro aminoacidos
apresentaram efeito linear estatisticamente significativo. No planejamento fatorial
fracionario, os aminoacidos e os CFs (tanto padrdes quanto cha verde) impactaram
na capacidade antioxidante (p < 0,001), enquanto o aglcar apresentou efeito pouco
expressivo. Analisando o efeito de mascaramento da capacidade antioxidante, tanto
no planejamento fatorial quanto no de mistura, o método FC mascarou menos que o

TEAC, sendo o mascaramento no método FC positivo, e negativo no TEAC.



ABSTRACT

The concern to adopt measures to prevent the oxidation in food and in the human
body has intensified the interest in the antioxidant properties of natural compounds,
such as phenolic compounds (CFs) of plants. One of the problems found in
assessing the real contribution of these substances in the measurement of the
antioxidant capacity is the interference of some nutrients (proteins, amino acids,
sugars etc.) in this measure. These may have both antioxidant capacities in some
analytical methods as interact with the CFs. Thus, in this study, it was tested the
TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity) and FC (Folin Ciocalteu) antioxidant
capacities of some nutrients (tryptophan, tyrosine, phenylalanine, methionine,
glucose and fructose) alone, and the combination of mixtures thereof with a mixture
of standards of CFs (gallic acid, Ferrulic acid, catechin and rutin), or with the
beverage green tea. Two groups of experimental plans were outlined, one by mixture
design (simplex centroid) of amino acids and then diluted in the standard solution of
CFs, and another by fractional factorial design (Box-Behnken), with the combination
of all levels of the factors (amino acids, sugars and standards of CFs or green tea).
The TEAC and FC results show that among the nutrients analyzed separately, only
the tryptophan and tyrosine showed activity in both methods. The fructose showed
activity only in the FC method, which is much lower than that of amino acids. In the
mixture of the amino acids, tryptophan and tyrosine showed a significant effect on
antioxidant activity, with a quadratic effect for the TEAC and linear for the FC. When
mixtures of amino acids were diluted in the mixture of CFs, the tryptophan and
tyrosine significantly influence the TEAC method, while in the FC method, the four
amino acids showed statistically significant linear effect. In the fractional factorial
design, the amino acids and the phenolic compounds (both standard and green tea)
influenced on antioxidant capacity (p <0.001), while the sugar had little significant
effect. Analyzing the masking effect on the antioxidant capacity in the factorial design
and in the mixture one, the FC method suffered less masking than TEAC, being the
masking positive in FC method, and negative in TEAC.
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1 INTRODUCAO

O interesse por antioxidantes tem se intensificado nos ultimos anos
devido ao papel benéfico que essas substancias podem exercer sobre a saude
humana e a qualidade dos alimentos. Assim, os antioxidantes tém sido muito
pesquisados como uma medida para limitar o fenbmeno de oxidagéo ocorrido
em produtos alimentares e em sistema biolégico em virtude da presenca de

radicais livres.

Muitas plantas sdo excelentes fontes de antioxidantes, no reino vegetal
um dos mais numerosos e amplamente grupos de substancias antioxidantes
distribuidos sdo os compostos fendlicos. Dentre esses, os flavondides
apresentam maior potencial antioxidante quando comparado com as vitaminas
C e E (SULTANA; ANWAR, 2008). Com isso, o consumo de bebidas ricas em

compostos fendlicos vem aumentando, a exemplo do cha verde.

A determinacdo da capacidade antioxidante tornou-se um parametro
essencial tanto para a ciéncia e tecnologia dos alimentos como para a nutricao.
Por isso, existe atualmente uma necessidade de desenvolver uma metodologia
padronizada para medir a capacidade antioxidante total dos alimentos vegetais

(Perez-Jimenez et al, 2008).

A discussdo acerca de diferentes metodologias provém de respostas
diferentes com relacdo a atividade antioxidante de um composto puro ou de
uma mistura complexa. Além do meétodo utilizado, a resposta da capacidade
antioxidante pode sofrer influéncia de interacdes que podem ocorrer entre 0s

compostos fendlicos e outros constituintes dos alimentos (PEREZ, 2000).

Atualmente, € possivel encontrar na literatura varios estudos que tentam
esclarecer 0o comportamento antioxidante de alguns compostos
individualmente. Porém, muito pouco € conhecido sobre os resultados da
interacdo deles nas propriedades antioxidantes e, como consequéncia, na
estabilidade dos alimentos (PINELO et al., 2004). Sabe-se que os compostos

antioxidantes podem apresentar comportamento sinergistico dependendo da
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sua concentracdo e da metodologia aplicada para avaliar a atividade
antioxidante (HEO et al., 2007).

Além das interacdes entre os antioxidantes, a presenca de certos
nutrientes como proteinas, aminoacidos e carboidratos podem interagir com os
antioxidantes modificando o valor da medida. Portanto, € importante conhecer

o efeito de cada um destes nutrientes na capacidade antioxidante.

Assim, embora existam trabalhos que demonstram interacdes positivas e
negativas dos compostos fendlicos sobre a atividade de antioxidantes, as
propriedades destes em combinacdes com nutrientes ainda ndo € bem
elucidada e estudos mais detalhados sédo necessarios para de fato determinar

a influéncia destes na atividade antioxidante (IACOPIN et al, 2008).

Dessa forma, este trabalho tem como objetivo geral avaliar a capacidade
antioxidante de alguns constituintes dos alimentos (aglcar, aminoécidos) e 0s
efeitos resultantes de interacdes entre estes e padrbes de compostos fendlicos
ou cha verde na capacidade antioxidante, através de dois métodos analiticos
(TEAC e FC). Como objetivos especificos, temos: determinar qual nutriente
apresenta maior efeito sobre a capacidade antioxidante, verificar se a interagéo
tem influéncia sobre o valor da atividade e se esta resulta em diminuicdo ou
aumento; avaliar qual interacdo tem maior impacto sobre a capacidade

antioxidante.



17

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 COMPOSTOS FENOLICOS
2.1.1 Consideracdes gerais

Os compostos fendlicos constituem o maior e mais distribuido grupo de
metabdlitos secundarios do reino vegetal. Geralmente estdo envolvidos na
defesa contra a radiacdo ultravioleta, agressao por patégenos e acdo sob o
estresse oxidativo causado por espécies reativas do oxigénio (ERO) (HEO et
al, 2007). Apresentam em sua estrutura pelo menos um anel benzénico com
uma ou mais hidroxilas e, em geral, possuem propriedade antioxidante
(MELLO; GUERRA, 2002).

Estudos mostram que eles apresentam um papel importante na
prevencdo de doencas cronicas degenerativas como cancer e doengas
cardiovasculares. Este efeito benéfico estd relacionado a quantidade
consumida e a sua biodisponibilidade. As principais classes de compostos
fendlicos sdo definidas de acordo com a natureza do seu esqueleto de carbono
(SCALBERT; WILLIAMSON, 2000).

Em termos quantitativos, os principais antioxidantes dietéticos sdo os
compostos fendlicos, seguido de vitaminas e de carotendides, sendo suas
respectivas ingestdes diarias de cerca de 1 g, 110 mg, e 9,4 mg (SAURA-
CALIXTO; GONI, 2006).

2.1.2 Estrutura e classificagéo

Os compostos fendlicos apresentam uma enorme diversidade de
estruturas, tanto no nivel dos esqueletos de carbono quanto dos grupos
funcionais, que lhes sédo associados (SCALBERT; WILLIAMSON, 2000; SILVA
2006). Assim, podem ser classificados em diferentes classes, em funcdo do
ndamero de anéis fendlicos na sua estrutura. Entre estes, temos: os acidos
hidroxibenzéicos, acidos hidroxicinamicos, estilbenos, flavonéides (flavondis,

flavandis, antocianinas, proantocianidinas, etc.), etc. (ROBARDS, 1999).
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A estrutura quimica dos compostos fendlicos ir4 afetar as suas
propriedades biologicas tais como: biodisponibilidade, atividade antioxidante,
interacbes com receptores celulares especificos e enzimas, entre outras
propriedades (SCALBERT; WILLIAMSON, 2000).

2.1.2.1 Flavonodides

Os flavondides sd&o amplamente distribuidos no reino vegetal. A
estrutura de base dos flavondides é um difenilpropano (C6-C3-C6), que
consiste em dois anéis benzénicos, A e B e um anel C com um &atomo de
oxigénio substituindo o carbono, como se pode visualizar na Figura 1 (RICE-
EVANS; MILLER; PAGANGA, 1997; MANACH et al, 2004).

Figura 1. Estrutura geral dos flavonadides.

Os flavonoides séo divididos em classes de acordo com o nivel de
oxidacdo do anel C. As principais classes dos flavondides podem ser
visualizadas na Figura 2. As mais importantes, em funcéo de sua distribuicdo e
ocorréncia, sdo as antocianinas, os flavondis, os flavandis e as flavonas
(ROBARDS et al, 1999; MANACH et al, 2004).



19

flavonois

OH
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Figura 2. Principais classes de flavonoides.

Os flavonodides estdo presentes em um grande namero de alimentos de
origem vegetal tais como legumes, frutas frescas, cereais, além de bebidas

como vinho, cerveja e cha verde (MANACH et al, 2004).

Os flavonoéis mais comuns sado o campferol, a quercetina e a miricetina.
A quercetina é o principal flavonol da dieta humana. Dentre as flavonas, a
apigenina e a luteolina sdo as mais frequentemente encontradas nos frutos
(maca e morango) e vegetais (brocolis) (MELLO; GUERRA, 2002).

A classe dos flavandis possui importantes componentes, sendo 0s mais
abundantes as catequinas e as epicatequinas. Quando polimerizam s&o
conhecidas como proantocianidinas ou taninos condensados. A catequina €
abundante em folhas de vegetais, vinho tinto, chocolate, ma¢a e cha verde
(SCALBERT; WILLIAMSON, 2000; MANACH et al, 2004;).
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2.1.2.2 Acidos fendlicos

Duas classes de acidos fendlicos podem ser distinguidas: os derivados

do acido hidroxibenzoico e derivados do acido hidroxicinamico.

Os acidos hidroxibenzodicos apresentam uma estrutura Ce-C; (Quadro 1).
Sdo amplamente distribuidos na natureza, no entanto, seu teor em plantas
comestiveis € geralmente muito baixo, com a exce¢do de determinadas frutas
vermelhas e cebolas (SCALBERT; WILLIAMSON, 2000).

Os acidos hidroxicinamicos apresentam estrutura quimica Cs-C3 (Quadro
1). S&o mais comuns do que os acidos benzoicos e consistem principalmente
de acido caféico e ferralico. Os &cidos hidroxicindmicos sdo encontrados em
todas as partes do fruto, embora a parte externa dos frutos apresente maior
concentracdo, sendo que geralmente diminuem durante o amadurecimento
(SCALBERT; WILLIAMSON, 2000; PENNINGTON, 2002).

Quadro 1. Estrutura e principais exemplos dos acidos fendlicos.

ESTRUTURA I EXEMPLOS

Estrutura de base dos

acidos hidroxibenzoicos HAcido galico Ri= R,= Rs=OH

Acido Vanilico R;= H, R,= OH, R3= OCHjs

Estrutura de base dos

acidos hidroxicinamicos Acido caféico Ry= Rs=H, R,=Rs=OH

Acido ferrtlico R;=R,=H, R3=OH, R,= OCHj;

o

Acido p-cumaérico R1=R,=R;=H, R3=OH

Fonte: PENNINGTON, 2002; RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA,1997
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2.2 RADICAIS LIVRES

Radicais livres s8o quaisquer espécies quimicas capazes de existir
independentemente e que contém um ou mais elétrons desemparelhados, o

gue os torna altamente reativos (JADHAVI et al, 1995).

Nos alimentos os radicais livres podem ser formados durante o
processamento e/ou estocagem, a exemplo da oxidagdo dos lipideos

(autoxidacao).

A maioria das degradacdes radicalares em alimentos e in vivo é iniciada
por espécies quimicas denominadas espécies reativas oxigenadas (EROS), em
inglés Reactive Oxygen Species ou ROS. Estas sao responsaveis pela maioria
das degradacdes radicalares. O termo EROS denomina o conjunto de espécies
reduzidas formadas a partir do oxigénio molecular (O;) como o radical
superéxido (0O,%), hidroxila (OH®), alcoxila (RO®) e peroxila (RO;"), além de
espécies ndo radicalares derivadas do oxigénio, como o perdxido de hidrogénio
(H,0,), o oxigénio singleto (*O,), o acido hipocloroso (HOCI) e o 0z6nio
(ROBARDS et al, 1999; PINCEMAIL et al, 2002).

2.3 ANTIOXIDANTES

2.3.1 Aspectos gerais

Por definicdo, antioxidante é “qualquer substancia que, quando presente
em baixa concentracdo comparada a do substrato oxidavel, retarda ou previne
significativamente a oxidagdo do substrato” (HALLIWEL, 1994). Em outros
termos, sdo substancias quimicas capazes de doar atomos de hidrogénios e/ou
elétrons aos radicais livres, se transformando em espécies quimicas estaveis.
A estabilidade da substancia doadora, geralmente ocorre por ressonancia
(WICKS; WOOD; GARG, 2006).

Nos alimentos, a utilizacdo de antioxidantes permite prolongar sua
conservacao mantendo, assim, as qualidades nutricionais dos alimentos, bem

como evitando que haja a formacéo de produtos toxicos.
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Os antioxidantes podem atuar promovendo a remoc¢ao ou inativacdo dos
radicais livres, através da doacdo de atomos de hidrogénio e/ou elétron a
moléculas oxidantes. Podem também atuar como neutralizadores de oxigénio
singleto, através de reacdes quimicas estaveis entre o0 antioxidante e o
oxidante. Atuam também como complexantes de ions metalicos através do
compartilhamento do par de elétrons ndo compartilhado na estrutura molecular
do antioxidante (HUANG; OU; PRIOR, 2005). Inibe a acdo de enzimas
oxidantes, como a xantina oxidase, que pode gerar espécies iniciadoras de
reacOes radicalares (FRANKEL; MEYER, 2000). Existem também, diversas
enzimas que atuam como antioxidante, reconhecendo especificamente as
biomoléculas degradadas (DNA e proteinas), eliminando-as e substituindo-as
(HALLIWELL, 1994).

Devido a crescentes limitacbes no uso de antioxidantes sintéticos e a
acentuada consciéncia publica nas questbes de saude, a pesquisa de
antioxidantes naturais tem se desenvolvido muito (RAJALAKSHMI et al, 1995;
FRANKEL, 1996). Neste contexto, os antioxidantes naturais apresentam-se,
entdo, como uma alternativa para minimizar os danos oxidativos nos seres
vivos e prevenir a deterioracdo oxidativa dos alimentos (MELO; GUERRA,
2002).

Atividade antioxidante e capacidade antioxidante sdo termos muito
utilizados na atualidade, mas que possuem diferentes significados. Atividade
refere-se a uma constante de velocidade da reagdo entre a espécie
antioxidante e a espécie oxidante e capacidade ¢ a medida da quantidade (em
mol) de radical livre capturado pelo antioxidante ou mistura de antioxidantes
(WICKS; WOOD; GARG, 2006).

2.3.2 Meétodos para avaliar a capacidade antioxidante

Diversos métodos tém sido propostos para medir a atividade ou
capacidade antioxidante, no entanto, ndo existe um método padrdo. Para se
obter uma avaliacdo adequada da atividade antioxidante € necessaria a
utilizacao de diferentes métodos, incluindo diferentes mecanismos de inibicdo

da oxidagdo. Esses métodos sdo necessérios devido a dificuldade em medir
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cada componente separadamente e também devido as interagfes potenciais
entre diferentes antioxidantes, em amostras biolégicas e alimentares (CAO;
PRIOR, 1999; HUANG; OU; PRIOR, 2005).

Esta falta de métodos padronizados para avaliar a capacidade
antioxidante torna dificil a comparagdo dos resultados de diferentes grupos de
pesquisas (HUANG; OU; PRIOR, 2005).

De acordo com a reagdo quimica, a maioria dos métodos antioxidantes
pode ser dividida em duas categorias: métodos baseados, sobretudo, na
reacdo de transferéncia de atomo de hidrogénio e os que se baseiam
predominantemente na reacdo de transferéncia de elétrons. Entretanto, os
mecanismos das reacdes de transferéncia do elétron e de atomo de hidrogénio
podem ser dificeis de distinguir. Aparentemente a reacdo de transferéncia de
atomo de hidrogénio pode ser o resultado de uma transferéncia acoplada de
elétron—proéton (WICKS; WOOD; GARG, 2006; HUANG; OU; PRIOR, 2005).

O método baseado na transferéncia de elétrons desenvolve uma reacao
de redox com o oxidante, que € um indicativo do ponto final da reacao
(HUANG: OU:; PRIOR, 2005):

Prova + Elétron = Prova reduzida + Antioxidante oxidado

A prova € o oxidante que captura o elétron do antioxidante, causando
uma mudanca de cor na prova. O grau de descoloracdo ou mudanca de cor €
proporcional a capacidade antioxidante (WICKS; WOOD; GARG, 2006).

O pH e o solvente sdo parametros muito importantes na medida da
capacidade antioxidante. Em condi¢cbes de pH baixo, a capacidade redutora é
diminuida; ja o tipo de solvente pode afetar a velocidade de captura do radical,
o que pode interferir na medida da eficiéncia do antioxidante. Por essas razoes,
as condicbes na qual a analise sera realizada devem ser bem estudas e
caracterizadas (WICKS; WOOD; GARG, 2006).

O meétodo baseado na transferéncia de atomos de hidrogénio ocorre por
reacoes de cinética competitiva (HUANG; OU; PRIOR, 2005).
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O Quadro 2 apresenta alguns métodos utilizados para avaliar a
capacidade antioxidante, classificados por tipo de mecanismo reacional

predominante, segundo Huang; Ou; Prior (2005).

Quadro 2. Exemplos de métodos de avaliacdo da capacidade antioxidante in
vitro. (HUANG; OU; PRIOR 2005)

MECANISMO DE REACAO I METODO

ORAC (oxygen radical absorbance capacity)

Transferéncia de atomo del TRAP (total radical-trapping antioxidant

hidrogénio parameter)

TOSC (total oxidant scavenning capacity)

Transferéncia de elétrons I FRAP (ferric reducing antioxidant power)

TEAC (trolox equivalent antioxidant capacity)

Transferéncia de atomo de _ _
) ) ] DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)
hidrogénio e de elétrons

Método de Folin-Ciocalteu

Com o crescente interesse na eficacia e na funcdo de antioxidantes
naturais nos alimentos e sistemas biologicos, os testes da atividade
antioxidante tém recebido mais atencdo. Substratos diferentes, sistemas de
composicdo e métodos analiticos sdo aplicados nos testes para avaliar a
efetividade dos antioxidantes (WICKS; WOOD; GARG, 2006). Dentre os mais
utilizados estédo: ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity), TEAC (Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity), DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) e
método de Folin-Ciocateu (FC).

2.3.2.1 Método TEAC

Dentre os varios métodos disponiveis para determinar a capacidade
antioxidante de substancias puras, bebidas, etc., a analise TEAC é a melhor

analise quanto as exigéncias instrumentais e de tempo (WICKS; WOOD;
GARG, 2006).
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O principio deste método baseia-se na capacidade de o antioxidante
capturar o radical ABTS™ (acido 2,2’-azinobis (3-etilbenzeno-tiazolina-6-
sulfénico)), azul-esverdeado, e converté-lo em um produto incolor, dai ser
chamado de método de descoloragdo. A cinética de diminuicdo da
concentracdo do radical ABTS™ é verificada pela descoloracdo do radical, por
analise espectrofotométrica a 734 nm num tempo fixo, em pH neutro e a
temperatura ambiente. O radical ABTS™ é previamente gerado via reacéo de
oxidacdo do ABTS com o agente oxidante persulfato de potassio (ARTS et al.,
2004)..0 método fornece a capacidade antioxidante em comparacdo a
capacidade antioxidante de captura do antioxidante Trolox, como pode ser
visualizado na Figura 3 (ARTS et al., 2004).

a2 o [:: ]
Ae0,s £
ABTS + \@S):N—Nq’s:@’s 2 NF
N N

CH, HC,
2,2-azinobis-{3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid ammonium salt)

© e

5 s sSnu

ABTS " \©: J=N-N= T T P
X\ N —

CH,& HC
CH,

HO
+ Trolox COOH
H,C [®] "C H,

CH,

{or H-donating antioxidants)

@ T

NHTD,S S s sne® O =
II:}}:NJN:( j@/ + | COOH
\ N H,C o "CH.,
C.H, HCy CH,

ABTSH

Figura 3. Reacgéo de formacéo do radical ABTS™ e deste com o antioxidante

trolox. (Fonte. ARTS et al. (2004)).
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A desvantagem do método é que quaisquer tracos de ions podem,
inevitavelmente, reduzir o ABTS™ a ABTS, resultando em valores TEAC
sobreestimado (VAN DEN BERG et al, 1999).

O valor TEAC pode nao ser o real para reacdes lentas, pois se usando
um ponto final de curta duracdo (4 ou 6 minutos) € possivel que a reacdo ndo
esteja terminada, resultando em menores valores (PRIOR; WU; SCHAICH,
2005).

2.3.2.2 Método de Folin-Ciocalteu

O método de Folin-Ciocalteu (FC) foi por muitos anos usado como uma
medida de polifendis totais em produtos naturais, mas como 0 mecanismo
basico € uma reacdo de oxidacao/reducdo, pode ser considerado um método
de medida da atividade antioxidante (PRIOR; WU; SCHAICH, 2005).

A metodologia original foi desenvolvida em 1927, na qual a oxidacdo dos
fendis é feita por um reagente de molibdotungsténio, resultando em produtos
coloridos com Ayax de 745 a 750nm. Singleton e Rossi (1965) propuseram um
método que utiliza o reagente molibdotungsténio-fosférico heteropolianion, que
reduz mais especificamente os fendis, em meio basico (com solucdo de
carbonato de sédio, pH ~ 10), sendo empregado geralmente o acido galico

como padréao fendlico de referéncia.

A dissociacdo de um préton do fenol conduz a um anion fenolato que é
capaz de reduzir o reagente de Folin-Ciocalteu. Acredita-se que o molibdénio é
o mais facil a ser reduzido no complexo, ocorrendo, entdo, a reacdo de
transferéncia de atomo de hidrogénio e elétron entre os redutores e o Mo (VI)
(HUANG,; OU; PRIOR, 2005):

Mo (VI) (amarelo) + e — Mo (V) (azul)

O meétodo de Folin-Ciocalteu pode sofrer interferéncia de algumas
substancias (ex. vitamina C, Cu(l), aminoacido, etc.) (PRIOR; WU; SCHAICH,
2005).
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2.4 INTERACOES E INTERFERENTES NA MEDIDA DA CAPACIDADE
ANTIOXIDANTE

A capacidade antioxidante total em frutas, legumes e seus produtos
processados é atribuida a 3 diferentes tipos de interacdo: sinergistica,
antagonica e aditiva (HEO et al, 2007). Um exemplo de interacéo sinergistica é
a cooperagao entre a-tocoferol (vitamina E) e o acido ascorbico (vitamina C) na
inibicdo da peroxidacdo lipidica. Neste caso, a vitamina E atua como
antioxidante primario e, posteriormente o radical da vitamina E reage com a
vitamina C regenerando a vitamina E. O antagonismo é observado na acdo da
glutationa que potencializa a atividade pré-oxidante da vitamina C em certas
circunstancias (ARTS et al, 2001).

2.4.1 InteracOes antioxidantes

Estudos vém mostrando que misturas de compostos fendlicos podem
interagir, e que suas interacdes podem afetar a capacidade antioxidante total
de uma mistura (IACOPINI et al, 2008). Maciel (2006) analisando a atividade
antioxidante TEAC, ORAC, DPPH e FC de algumas misturas de compostos
fendlicos, observou um efeito aditivo sobre a resposta, sendo que a andlise de

FC obteve o maior niumero de interacdes estatisticamente significativas.

Heo et al. (2007) medindo a capacidade antioxidante pelo método TEAC

de algumas combinacdes de dois ou trés CFs, também observou efeito aditivo.

Dessa forma, para se obter um valor real da capacidade antioxidante é
importante conhecer as interacbes dos CFs que mais influenciam na resposta

dos métodos e em quais métodos estas interacbes mais afetam.
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2.4.2 Interferentes

2.4.2.1 AcuUcares e aminoacidos

E importante considerar também as interacdes entre 0s compostos
fendlicos e a eventual presenca, na amostra, de alguns nutrientes (proteinas,
aminoacidos, peptideos, acucares etc.) que podem reagir com 0S
antioxidantes, modificando assim o0s valores da capacidade antioxidante.
Trabalhos recentes vém investigando ndo s6 a interacdo destes compostos
fendlicos com os nutrientes, mas a capacidade destas moléculas isoladamente
(BUMBER et al, 2000; PEREZ-JIMENEZ; SAURA-CALIXTO, 2006; LUO;
FANG, 2008).

Algumas proteinas provenientes de certos alimentos tém apresentado a
capacidade de capturar EROs. Além disso, varios aminoacidos, por exemplo,
tirosina, metionina, histidina, prolina e triptofano, sdo considerados como
antioxidantes, embora em casos especificos (por exemplo, alta concentracdo),

também podem agir como pré-oxidantes (PIHLANTO, 2006).

Estudo realizado por Davalos et al (2004) sobre a capacidade
antioxidante ORAC-FL de peptideos derivados de ovo cru mostram alta
atividade, sendo que a atividade de alguns destes peptideos se deve,
principalmente, & presenca da tirosina, que apresenta na estrutura do anel
aromatico um grupo hidroxila que pode contribuir para o mecanismo de
transferéncia de atomos de hidrogénio para o radical livre. Foram encontradas
também atividades antioxidantes nos peptideos de proteinas do leite entre
outros (PIHLANTO, 2006).

No entanto, ndo h& estudos conclusivos sobre a relacdo dos
aminoacidos com a atividade antioxidante. Recentemente, Perez et al (2007)
estudaram a capacidade antioxidante de meéis e encontraram uma boa
correlacdo entre aminoacido livre e a atividade antioxidante (r = 0.825, p <
0.001). Os aminoé&cidos que mostraram maior correlacdo (r > 0,80) com a
capacidade antioxidante das amostras de méis foram o acido aspartico, acido

glutéamico, glicina, treonina.
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Outros constituintes dos alimentos que podem interferir na medida da
capacidade antioxidante sado os carboidratos. Estudos vém indicando que
alguns polissacarideos e acucares simples (frutose, glicose, sacarose)
apresentam esta capacidade. Como exemplos se tém os trabalhos de Luo;
Fang (2008), que identificaram e testaram a capacidade antioxidante dos
polissacarideos de ginseng, e Luo (2008) que identificou a estrutura e a
atividade antioxidante de uma fracdo de polissacarideos de Dioscorea

nipponica.

Perez-Jiménez; Saura-Calixto (2006) analisaram a influéncia de
aminoacido e acucar (isoladamente e em mistura de compostos fendlicos) na
atividade antioxidante ORAC, TEAC, DPPH, FRAP. Os resultados mostraram
que, apesar de a glicose, isoladamente, ndo apresentar nenhum valor ORAC e
TEAC ela mostra um efeito aditivo na capacidade antioxidante de misturas de
polifendis (acido galico 1M e catequina 1M). Sharma; Kumar; Rao (2008)
estudaram a influéncia do acgucar na capacidade antioxidante do cha preto e
observaram que o ch& adicionado de acucar teve sua atividade antioxidante
reduzida quando medida pelo método DPPH.

Apesar de trabalhos mostrarem a influéncia destes constituintes, ainda é
pouco conhecido o tipo de interagdo e o mecanismo pelo qual eles interferem
na atividade antioxidante, principalmente com relacdo aos acUcares. Em
investigacdes recentes, foi demonstrado que as proteinas e compostos
fendlicos podem interagir com base em interagdes ndo covalentes, tais como
ligagcdes T, ligagdes hidrogénicas e hidrofébicas ou interagdes ibnicas. Além
dessas, foi assumido também que a ligagéo covalente pode desempenhar um
papel importante nas interacdes proteina-composto fenolico (HURELL; FINOT,
1984; SIEBERT, TROUKHANOVA; LYNN, 1996; SIEBERT, 1999; ROHN;
RAWEL; KROLL, 2004).

Alguns trabalhos tém discutido um conceito de mascaramento, o qual
corresponde a uma diminuicdo da atividade antioxidante de antioxidantes
fendlicos, que pode resultar de interacbes com proteinas (ARTS, HAENEN,
VOSS, BAST, 2001; ARTS et al, 2002). Foi mostrado que a adicao de

guercetina em plasma (rico em proteinas) aumentou a capacidade antioxidante
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TEAC do plasma, mas o aumento foi inferior a capacidade antioxidante que o
flavonoide tinha sozinho. O mascaramento foi definido, entdo, como a diferenca
relativa entre o0 aumento medido na capacidade antioxidante devido a adicao
de um antioxidante comparado ao aumento calculado baseado num efeito
aditivo (ARTS, HAENEN, VOSS, BAST; 2001). Porém, nenhuma
caracterizagdo do complexo proteina-composto fendlico foi realizada, nem do

mecanismo envolvido que explique os valores inferiores aos esperados.

Na grande maioria dos trabalhos, o mecanismo ou tipo de interacao
estudado é voltado ao impacto que compostos fendlicos e proteinas/peptideos
causam no turvamento de bebidas (SIEBERT; TROUKHANOVAL, LYNN, 1996;
CHARLTON, et al. 2002; FREITAS; CARVALHO, MATEUS, 2003). O interesse
das investigacBes ocorre por que o turvamento é um problema ligado a perda
de qualidade sensorial no processamento de bebidas ricas nestes compostos,
tais como o vinho, cerveja e sucos de frutas. Além disso, estudos da interacao
composto fendlico-proteina visam compreender o fendmeno da adstringéncia, o
qual estd claramente relacionado com as interacdes entre 0s compostos
fendlicos e outras espécies naturalmente presentes na cavidade bucal e, em
especial, as proteinas. Atualmente, as investigacdes voltadas ao impacto na

capacidade antioxidante ainda é incipiente.

Um esquema para a interacdo entre polifenol e proteinas salivares rica
em prolina tem sido proposto por Charlton et al. (2002). Neste esquema, a
interacdo se da em trés fases, a fase inicial € a complexacdo do peptideo por
moléculas de compostos fenodlicos solUveis para formacdo de agregados.
Esses agregados sédo formados pela ligacédo entre a face hidrofébica do anel

aromatico do CF com o anel pirolidina do residuo da prolina (Figura 4).
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Figura 4. Estrutura da prolina e seu anel pirolidina em destaque e estrutura do

epigalatocatequina galato e sua face hidrofébica em destaque.

A segunda fase exige um segundo CF que ira “revestir’ a molécula de
peptideo, conduzindo a uma duplicacdo do tamanho do complexo, o que o
torna insoluvel. Na terceira etapa, um pequeno numero destes dimeros de
peptideos agregados se junta. Por ultimo, ocorre a espontdnea agregacao
destes aglomerados insolUveis tornando o complexo maior, precipitando-o.

Siebert; Troukhanova, Lynn (1996) estudando o turvamento resultante
da interagdo entre gelatina (com proteina rica em prolina) e acido tanico mostra
que esta interacdo ira depender da propor¢cdo e do tipo de proteina e do
composto fendlico envolvido. A Figura 5 ilustra como a proporcao entre estes

dois compostos influencia na turbidez.
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fixo de sitios ligantes de fenol

Figura 5. Modelo para explicar a interacdo de proteinas- compostos fendlicos.
Compostos fendlicos séo representados como tendo dois extremos que podem
se ligar a proteinas (molécula fendlica). Proteinas séo representadas como
tendo um ndmero fixo de sitios vinculativo aos compostos fendlicos. Fonte:
Siebert; Troukhanova, Lynn (1996).

De modo geral, o esquema acima pode ser usado para explicar a
interacdo entre proteinas e compostos fendlicos, que por sua vez, finda no
turvamento ou turbidez. A maior turbidez € alcancada quando a proporcao de
CF e proteina séo iguais, pois permite que os compostos fendlicos formem uma
ponte entre duas proteinas, aumentando o tamanho da molécula e precipitando
o complexo. Porém, no caso onde a proporcédo de proteina € maior, todos os

sitios de ligacdo das proteinas estdo ligados, impossibilitando a formacdo de
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dimeros. Quando a proporcao de CF € maior, a formacéo de dimeros também
é dificultada.

Este precipitado pode ainda ser redissolvido ou impedido de se formar por
atuacdo dos carboidratos (MATEUS; CARVALHO; LUIS, FREITAS, 2004).
Estes autores propdem que alguns carboidratos podem atuar impedindo a
interacdo entre proteinas e compostos fendlicos para a formacdo de
precipitados. A Figura 6 explica como o carboidrato pode atuar neste complexo
proteina-compostos fendlicos. Observa-se que, de fato, o carboidrato atua
como um escudo que impede a ligacdo entre os compostos fendlicos e a

proteina.

a Complexo insoluvel
<\—) + ﬂa b . Qﬂ Proteina-Tanino
‘ ‘ Complexo soluvel

Proteina-Tanino-Carboidrato

g b fofe
T @ " (v(o(o(b

Proteina

Complexo soluvel
Tanino-Carboidrato

Figura 6. Possiveis mecanismos (I e Il) envolvidos na inibicdo da agregacao de
taninos e proteinas por carboidratos. P-proteina, T-taninos, C-

carboidrato.
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Como exposto anteriormente, a maioria dos trabalhos enfatiza
principalmente a interagdo destes componentes no turvamento. Com base
nisso, este trabalho propéem estudar a influencia na capacidade antioxidante
da possivel interacdo dos polifendis com alguns aminoacidos e com acgucares e

a influencia de cada composto isolado na capacidade antioxidante.

Ressalta-se que esses estudos sobre o turvamento sdo com proteinas e
carboidratos, sendo que no presente trabalho sera estudada a interacdo dos
compostos fendlicos com aminodcidos e aclcares simples. Decidiu-se
trabalhar com mondmeros pela necessidade de se conhecer primeiramente
quais aminoacidos e acUcares podem influenciar na atividade antioxidante,
antes de se partir para o estudo com componentes mais complexos, como

proteinas e carboidratos.
2.5 BEBIDAS RICAS EM POLIFENOIS: O Cha Verde

O cha verde é uma bebida oriental, milenar, que representa uma das
maiores fontes de polifendis da dieta desses povos. Devido a seus beneficios
nutracéuticos, o cha vem sendo largamente consumido em todos 0s paises.
Este cha € obtido a partir de folhas de Camellia sinensis, que sdo expostas ao
calor para inativar as enzimas oxidativas (SAITO et al, 2007; ATOUI et al,
2005).

Muitos tipos de cha sédo produzidos a partir de folhas de Camellia
sinensis, sendo os trés principais tipos: verde (ndo-fermentado), oolong (semi-
fermentado) e preto (fermentado). O cha verde é uma infuséo de folhas secas
em agua aquecida, e 0 processo de coc¢do inativa as enzimas presentes nas
folhas, evitando a oxidacédo enzimatica de catequinas. O cha preto provém de
folhas fermentadas; durante esse processamento, boa parte das catequinas
presentes nas folhas sofre oxidagdo, o que é muito importante para o
desenvolvimento de cor e sabor da bebida. A oxidagdo enzimatica € causada
por acdo da polifenoloxidase. No cha Oolong, as folhas sofrem coccdo e
secagem. As caracteristicas de Cha Oolong estdo entre preto e cha verde
(WANG; PROVAN; HELLIWELL, 2000).
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O crescente interesse pela bebida deve-se principalmente a estudos que
mostram que esta apresenta uma boa fonte de flavondides e a relagéo inversa
entre seu consumo e o risco de doencas degenerativas como cancer, doencas

do coracao entre outras (BARBOSA, 2007).

A principal classe de flavonoides encontradas no cha séo flavonois e
flavandis. Os principais flavanéis encontrados nas folhas do cha verde sao:
epigalocatequina galato (EGCG), (-)-epigalocatequina (EGC), (-)-epicatequina
galato (ECG) e (-)-epicatequina (EC) (Fig. 7). A EGCG ¢é o flavanol mais
abundante e biologicamente ativo do cha verde, cerca de 40% do total de
flavanois sendo EGCG (ALMAJANO, et al, 2008).
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Figura 7. Estrutura dos principais flavan-3-6is do cha verde (Camelia sinensis).

Fonte: ALMAJANO, et al (2008).

A medida da atividade antioxidante pelo método de DPPH mostrou que a
atividade é decrescente na ordem: epigalocatequina galato> (-)-epicatequina
galato (ECG)> (-)-epigalocatequina (EGC)> (-)-epicatequina (EC)> catequina
(©).
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Os flavandis contribuem para a amargura e adstringéncia da infusao de
cha verde. Quase todas as caracteristicas de fabrico do cha, incluindo o seu
sabor, cor e aroma, sdo associadas direta ou indiretamente com modificacdes
dos flavanois (WANG; PROVAN; HELLIWELL, 2000).

Os principais flavonois nas folhas do cha sdo quercetina, kaempferol e
miricetina. Flavonois sdo predominantemente presentes na forma glicosilada.
As presencas de pelo menos 14 glicosideos de miricetina, quercetina e
kaempferol no chi verde e preto, foram relatadas. Os acuUcares presentes
podem ser: glicose, ramnose, galactose, arabinose e frutose. Os flavonois nao-
glicosilados ndo sdo encontrados em quantidades significativas no cha verde
devido a sua baixa solubilidade em agua (WANG; PROVAN; HALLIWELL,
2000).

N&o ha como definir o teor de flavanol e flavonol em chas, as grandes
variacbes nas concentracfes ndo se devem apenas a diferentes regides de
cultivo do cha, mas também aos diferentes maneiras de preparo das infusbes
além da variabilidade analitica (MATSUBARA; RODRIGUEZ-AMAYA, 2006;
WANG; PROVAN; HALLIWELL, 2000).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 REAGENTES

e ABTS (acido 2,2’-azinobis (3-etilbenzeno-tiazolina-6-sulfénico) (Sigma,
Steinhelm, Alemanha)

e Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxilic acid) (Sigma,

Steinhelm, Alemanha)

Perssulfato de potassio P.A (Synth, Sdo Paulo, Brasil)

Acido ferrulico (Sigma, Steinhelm, Alemanha)

Acido gélico (Sigma, Steinhelm, Alemanha)

Catequina (Fluka, Buchs, Suica)

Rutina (Sigma, Steinhelm, Alemanha)

Metionina, L-Fenilalanina, L-Triptofano L-Tirosina (Sigma, Steinhelm,

Alemanha)

D-Glicose, D-Frutose D-Sacarose (Sigma, Steinhelm, Alemanha)

e Reagente de Folin-Ciocalteu (Sigma, Steinhelm, Alemanha).

3.2 CALCULO DAS CONCENTRACOES DE INTERFERENTES E PREPARO
DAS SOLUCOES PARA A AVALIACAO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

A interferéncia de nutrientes ndo fendlicos (aminoacidos, acucares) foi
testada isoladamente, em misturas de padrbes de compostos fendlicos e em

bebida rica em polifendis (cha verde).

3.2.1 Calculo para concentracdo dos aminoécidos nas bebidas

As concentracdes dos aminoacidos a serem adicionados nas bebidas
foram estabelecidas a partir das recomendacdes de ingestdo diaria da FAO
(2002) (Tabela 1, coluna 2), dada em Kg de massa corporal. Em seguida, estas
recomendacdes foram projetadas para uma pessoa de 70 Kg (Tabela 1, coluna
3). Calculou-se entédo qual seria a quantidade recomendavel numa refeicdo de
base, considerando-se um volume de 200 ml de uma bebida (nos quais estes
nutrientes sao diluidos, como numa xicara de cha verde, sopa, acai, etc.), a
qual proporcionaria 20% das quantidades diarias (Tabela 1, coluna 4).
Finalmente, expressou-se a concentragdo molar dos aminoacidos no volume
de 200mL da bebida (Tabela 1, coluna 5).
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Tabela 1. Recomendacdes de ingestao diaria de aminoacidos.

Adulto de  Poringestdo Conc. média por

N R
Aminoacidos  mg/Kg/dia 70Kg (mg) (mg/200mL)? refeicdo (mM)©

Triptofano 4 280 56 1.371
Tirosina 12,5 875 175 4.020
Fenilalanina 12,5 875 175 5.297
Metionina 10 700 140 4.691

% Fonte FAO (2002); "200 mL corresponde ao volume ingerido de bebidas, como cha verde;
“Equivalente ao consumo médio por ingestdo de 200 ml de bebida.

Para os estudos posteriores, foi levado em consideracdo este valor
médio de concentragcdo molar consumido por refeicdo, obtido a partir das

recomendacdes da FAO.

3.2.2 Preparo da solucdo de aminoacidos e aclcares para a avaliacado da

atividade antioxidante

Este preparo das solugdes visa avaliar a influéncia de cada aminoacido
e acucar isoladamente e verificar a linearidade entre a concentracdo e a
atividade antioxidante. Para avaliar a linearidade entre as respostas, foram
utilizadas 5 concentracdes diferentes de aminoacidos e acUcares (Tabela 2).
As concentracdes de aminoacidos foram estipuladas a partir da concentragéo
média por refeicdo (Tabela 1, Coluna 5). Este valor foi considerado como o
valor central, a partir do qual se calculou, em progressdo geométrica (PG) de
razdo 2, sendo dois valores acima e abaixo, como mostra a Tabela 2. No
entanto, para o0 aminoacido triptofano a concentracdo do valor médio
consumido por refeicdo (Tabela 2, Coluna 5) foi considerado como o valor
minimo a partir do qual se calculou, em PG de razdo 2 as outras
concentracbes. Isto foi necessario para poder obter a concentracdo de

triptofano de 15,38 mM, que sera utilizada em estudos posteriores.

A concentracao dos acucares também foi calculada em PG de razéo 2,
sendo considerado o valor minimo de acordo com as quantidades ingeridas, a

partir da qual calculou-se as outras concentracdes crescentes.

As amostras para este estudo foram diluidas em agua ultra pura e

colocadas em banho ultra-som por 5 minutos para a total dilui¢ao.



39

Tabela 2. Concentragéo dos interferentes nas bebidas.

Interferentes| Conc 1* Conc 2 Conc 3 Conc4 Concb
Triptofano 1.371 2.742 5.484 10,960 21,930
Tirosina 1.005 2.010 4.020 8.040 16.080
Fenilalanina 1.324 2.648 5.296 10.592 21.184
Metionina 1.173 2.346 4.691 9.382 18.764
Glicose 0,027 0,055 0,111 0,222 0,444
Frutose 0,027 0,055 0,111 0,222 0,444
Sacarose 0,027 0,055 0,111 0,222 0,444

__________________________________________________________________________________________________________________________________________]
* Concentragdo dos aminoacidos em milimolar (mM) e dos aglcares em molar (M)

3.2.3 Preparacédo das misturas de padrdes de compostos fendlicos

As misturas de padrdes de compostos fendlicos foram realizadas
utilizando os padrdes de quatro classes diferentes de compostos fendlicos:
rutina (Flavonais), acido galico (acido benzodico), acido caféico (acido cinamico)

e catequina (flavanais).

Devido a solubilidade dos aminoacidos e aclUcares serem maior em
agua, e a mistura de padrdes de CFs ser em metanol, a mistura final com os

padrdes foi preparada em solucdo aquosa com 45% de metanol.

Cada solucéo foi preparada separadamente na concentracdo de 10mM.
As solucbes de &cido galico e catequina foram solubilizadas em solucéo
aguosa 20% metanol, o acido ferrulico em 40 % metanol e rutina em 100%
metanol, estas propor¢cdes permitiram a melhor solubilizacdo dos padrbes. A
preparacdo dos polifendis em diferentes concentracbes de metanol foi
necessaria por que a rutina é solubilizada apenas em metanol puro, tal
preparacao permite que se alcance uma proporcao final de 45% metanol,
quando se mistura os padroes de CFs na proporcdo 1:1:1:1. As misturas,
porém, eram feitas apenas no dia de andlise, sendo as solugcbes mae

estocadas sob nitrogénio a -10°C.
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3.2.4 Preparacéo do chaverde

O ché verde foi obtido em estabelecimento comercial de Belém, sendo
as folhas originadas da china. Para o preparo do cha, 5 L de agua ultra pura
foram aquecidas a 100°C e entdo adicionada de 50g de folhas do ch&; ap6s um
tempo de contato de 10 minutos a infusdo foi filtrada rapidamente em papel-
filtro (Qualy , didametro 15 cm, poro 14 pum), com auxilio de vacuo. Em seguida o
cha foi conservado sob atmosfera de nitrogénio a -10 °C até seu uso para
andlise. Nestas condicdes, o cha obtido apresentou valor de FC de 24,95 mM
EAG e TEAC de 64,66 mM ET.

3.2.5 Atividades antioxidantes dos aminoacidos por plano de mistura

Para esta etapa do trabalho, foi estabelecido um planejamento
experimental com auxilio do programa STATISTICA 7.1 (Statsoft, Tulsa, OK)
sob Windows 2000, usando a metodologia de mistura Simplex Centréide,
aumentada de pontos centrais. Esta ferramenta estatistica permite trabalhar
com combinacdo de compostos e verificar os efeitos de interacdo entre os

componentes, que neste caso serdo 0s aminoacidos.

Nesta primeira etapa foram utilizadas as solu¢bes dos aminoacidos em
solucdo aquosa 45% metanol, sem a presenca dos CFs. Para o plano de
mistura foi estabelecido como concentracdo maxima, a soma das concentracéo
média por refeicdo (mM) de cada aminoacido (Tabela 1, coluna 5), o que
resulta em uma concentracédo de 15,38 mM.

As solugbes eram preparadas no dia de andlise, e a partir da solugéo
com a concentragdo maxima (15,38mM), obtinham-se o0s outros ensaios de
acordo com as requeridas proporcbes de aminoacidos exigidas pelo
planejamento. A Tabela 3 mostra o plano experimental com a proporcao de

cada aminoacido na mistura.



41

Tabela 3. Plano de misturas simplex centréide aumentado de pontos para 0s
aminoacidos com concentragdo total de 15,38 mM.

Ensaios Triptofano Tirosina Fenilalanina  Metionina

El 1* (15,38)** 0 0 0
E2 0 1 0 0
E3 0 0 1 0
E4 0 0 0 1
E5 0,5 (7,69) 0,5 0 0
E6 0,5 0 0,5 0
E7 0,5 0 0 0,5
ES 0 0,5 0,5 0
E9 0 0,5 0 0,5
E10 0 0 0,5 0,5
E11 0,33(5,12) 0,33 0,33 0
E12 0,33 0,33 0 0,33
E13 0,33 0 0,33 0,33
E14 0 0,33 0,33 0,33

E15.1 0,25(3,84) 0,25 0,25 0,25

E15.2 0,25 0,25 0,25 0,25

E15.3 0,25 0,25 0,25 0,25
E16 0,625 (9,61) 0,125 0,125 0,125
E17 0,125 (1,92) 0,625 0,125 0,125
E18 0,125 0,125 0,625 0,125
E19 0,125 0,125 0,125 0,625

*Valores codificados **Valores reais (mM)

Foram acrescidas duas replicatas no ponto central (mistura equimolar

dos quatro compostos) e as analises realizadas de forma randomizada.

3.2.6 Atividade antioxidante dos aminoéacidos por plano de mistura em

presenca de compostos fenolicos

O planejamento experimental foi o mesmo utilizado no item 3.2.5, com o
diferencial que nesta etapa os aminoacidos foram diluidos na solucdo de
mistura de padrbes de CFs (10 mM). O preparo desta solucdo de mistura dos
padrdes foi de acordo com o descrito no item 3.2.3. No dia da analise, cada
aminoacido era pesado isoladamente para alcangar sua concentracdo maxima
(15,38 mM) e diluido na solucdo de mistura de padrbes de CFs (10 mM).
Posteriormente as solucbes eram levadas ao ultra som por 5 minutos. Para
obter as outras concentracdes dos ensaios da Tabela 3, volumes proporcionais

aos valores codificados eram misturados.
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Para o tratamento dos resultados da capacidade antioxidante foi
descontado em cada ensaio a contribuicdo da mistura de padrdes.

3.2.7 Analise das atividades antioxidantes de misturas de aminoacidos,

aclUcares e compostos fendlicos

Apés a avaliacdo da capacidade antioxidante dos aminoacidos em
planos de misturas foi realizado um planejamento fatorial fracionario do tipo
Box-Behnken para avaliar o impacto dos 3 fatores mistura de CFs, aminoacidos
e acucares na capacidade antioxidante. Este plano ndo considera as variaveis
como componentes de misturas, mas como variaveis quantitativas continuas e
independentes. O planejamento e suas propor¢cdes e concentracdes (mM)
utilizadas estdo expostas nas Tabela 4 e 5.

Tabela 4. Planejamento fatorial fracionario do tipo Box-Behnken.

Ensaios Aminoacido Acucar CFs

El -1* -1 0
E2 1 -1 0
E3 -1 1 0
E4 1 1 0
ES -1 0 -1
EG6 1 0 -1
E7 -1 0 1
ES8 1 0 1
E9 0 -1 -1
E10 0 1 -1
E1ll 0 -1 1
E12 0 1 1
E13.1 0 0 0
E13.2 0 0 0
E13.3 0 0 0

*Valor codificado

Tabela 5. Concentracdo real (mM) das varidveis do planejamento fatorial

fracionario.
Valores , ~ .
. Valores reais de concentracédo das variaveis
codificados
Aminoacidos (mM) Acucares (mM) CFs (mM)

-1 512 50 5

0 10,25 100 10

1 15,38 150 15
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Cada solucdo foi preparada separadamente e trés vezes mais
concentrada (~ 45mM) que a concentracdo maxima (~ 15mM). A solucdo de
mistura de padrdes de CFs foi preparada do mesmo modo que 0 exposto no
item 3.2.3 modificando apenas a concentracdo (Tabela 5, coluna 4). A solucéo
de aminoacido foi preparada com a mistura dos amino&cidos: triptofano,
tirosina, fenilalanina e metionina. A concentracdo de cada um foi de acordo
com a estabelecida pela FAO (Tabela 1, coluna 5), a soma resultando em uma
concentracdo maxima de 15,38 mM (Tabela 5). A solucdo de aglcar constou
de uma mistura equimolar de frutose e glicose. Apds o preparo, as amostras
eram misturadas nas proporc¢des estabelecidas pelo planejamento (Tabela 4).

Para poder obter uma boa solubilizacdo de todos 0os componentes as
solugcbes de padrbes de CFs, aminoacido e acUcar foram preparadas em
solugéo aquosa com 45%, 5% e 50% de metanol, respectivamente.

3.2.8 Analise das atividades antioxidantes de misturas de aminoacidos,

aclcares e cha verde

ApOs o0 planejamento utilizando as variaveis agucar, aminoacido e
padroes de CFs, realizou-se um novo planejamento modificando apenas a
variavel CF, que em vez de utilizar padrées de CFs, utilizou-se o cha verde. A
utilizacdo de uma matriz alimentar € um modo de estender o estudo anterior
feito com padrdes, além disso, este planejamento experimental tenta simular
uma situacéo real uma vez que esta bebida € passivel de ser consumida com

leite (rico em proteinas, peptideos e aminoécidos) e agucar.

O tipo de planejamento foi o mesmo apresentado na Tabela 4 e a
concentracéo de agucar e aminodcido é igual a apresentada na Tabela 5. Para
a concentracdo de CF no cha verde (CF-chd), ndo hd como utilizar as mesmas
proporcdes de concentracdes dos padrbes utilizados no estudo anterior, pois
se tratando de uma matriz alimentar ndo se tem com exatiddo a concentragcéo
de CFs. Dessa forma foi estabelecido que a concentracdo de 1 (valor
codificado) corresponderia ao valor 3 vezes diluido do cha obtido de acordo

com o descrito no item 3.2.4. o valor de O (zero) corresponderia a 4,5 vezes
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mais diluido e -1 nove vezes diluido, deste modo a proporcdo de CFs,

aminoacido e acUcar seria a mesma do estudo anterior (Tabela 4).
3.3 EFEITO DO MASCARAMENTO

Em nosso estudo, calculou-se também o efeito do mascaramento para
avaliar o percentual de variacdo entre uma amostra com aminoacido e CFs
e/ou agucar, no caso do planejamento fatorial, com as atividades isoladas de

cada um destes componentes.

O mascaramento foi medido pela diferenca relativa entre o aumento
medido na capacidade antioxidante devido a adicdo de um antioxidante
comparado ao aumento calculado baseado num efeito aditivo, conforme
proposto inicialmente por Arts, Haenen, Voss, Bast, 2001. A Equacao 1 abaixo

foi utilizada para calcular o0 % de mascaramento:

CAO ., —CAO
Mascaramen to (%) = *100
Média (CAO ,,) (Equacédo 1)

Onde: CAOey, € valor da capacidade antioxidante obtido experimentalmente
pela mistura de aminoacidos, padrdes de CFs e/ou acucar; CAO¢,c € 0 valor
calculado da capacidade antioxidante devido a um efeito aditivo esperado das

capacidades obtidas dos componentes isoladamente.

Para o caso do plano de mistura o valor calculado sera a soma dos
valores TEAC e FC dos ensaios do plano de mistura dos aminoacidos sem a
presenca dos CFs com o valor TEAC e FC isolado dos CFs.

Para o planejamento fatorial fracionario o valor calculado sera a soma do
valor TEAC e FC de cada variavel correspondente ao ensaio mostrado nas
Tabelas 4 e 5.

3.4 MEDIDA TEAC

A atividade antioxidante determinada pelo método TEAC foi realizada de
acordo com o procedimento proposto por Re et al (1999), usando o radical

cation ABTS™ acompanhando a absorbancia a 750 nm, em espectrofotdbmetro
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de micro placa (Biotrak- Molecular Devices, Sunny vale, CA) conforme
adaptada por Silva et al (2007).

A solucdo estoque de ABTS™ (7 mM) foi preparada em um baldo
volumétrico de 10mL em agua ultra-pura, acrescentando 1mL de solucdo de
perssulfato de potassio (25,4mM) como agente oxidante. Esta solu¢do deve ser
mantida ao abrigo de luz por no minimo 16 horas, para a formacéo total de

radicais.

A solucéo de trabalho do ABTS™ foi obtida diluindo a solucdo estoque
em PBS 7,4 até atingir absorbancia entre 0,39-0,42 (caminho Optico de
0,56cm).

A partir da solucédo estoque do trolox (40mM), preparada em PBS 7,4,
realizou-se diluicbes com 5 concentracdes diferentes de 4 uM, 8 uM, 12 uM,
16uM, 20 uM, para obter a curva de calibracéo.

Para a analise, 10 yL de amostra previamente diluida em PBS 7,4, foi
adicionada & microplaca e em seguida, adicionou-se 190 pL de ABTS™ , sendo
a medida da absorbéancia feita a cada 12 segundos durante 6 minutos. A
analise foi realizada em triplicata e 0 %CV méaximo aceito foi de 12%.

Para a solucdo de PBS 7,4 prepara-se uma solucdo estoque de K;HPo4
(775M) e KH2Po4 (0,225 M) em agua ultra pura. No dia da andlise prepara-se a
solucéo de trabalho, para tal deve-se transferir 25 mL de cada solugcéo estoque
em um baldo de 250 mL, neste baldo adicionar também 2,1915 g de NaCl

(0,149 M) depois completar o volume com agua ultra pura e verificar o pH.

Utilizou-se o calculo da éarea sob a curva (AUC) de inibicdo da
absorbancia na medida TEAC, a diluicdo da amostra deve estar em uma faixa
que gere uma porcentagem de inibicdo entre 20% e 80% da absorbancia
inicial. O calculo AUC da amostra e do Trolox é mostrada na Equacao 2 e

ilustrada na Figura 8.
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AUC = {% Inb .o, x 0.5+ Z % Inb (t—mxi)}‘ 10 (Equacao 2)
i=2

Sendo % Inb a porcentagem de inibicdo no tempo t (s) e que € dada por:

0, _ Abranco — Aamostra =
% Inb = x 100 (Equacao 3)

branco

Finalmente, o resultado TEAC foi expresso em uM de Equivalante Trolox

(UM TE) e foi calculado pela equagéo:

AUC Amostra

TEAC (uM ;)= ——— *d (Equacéo 4)
24

Onde: d: Fator de diluicdo; AUC: Area sob a curva; a: Coeficiente angular da

reta de calibrac&o do trolox.
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Figura 8. Evolucdo da porcentagem de inibicio com tempo (s) e

representacédo gréafica do célculo de AUC .

3.5 METODO DE FOLIN-CIOCALTEU

O conteudo em polifendis totais das amostras foi determinado pelo
meétodo colorimétrico de Folin-Ciocalteu descrito por Singleto; Rossi (1965).
Este mesmo método é usado como atividade antioxidante em todas as

misturas.
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A mistura para a reagéo foi de: 250uL de amostra (agua destilada para o
branco), 125uL de solugédo de Folin-Ciocalteu 1N e 625 pyL de carbonato de
sodio (Na,CO3) a 75¢/L. Apos o periodo de incubacdo de 30 minutos, 200 pL
foram repassados para 0s poc¢os da microplaca (96 pocos, transparente, Nalge
Nunc International, Rochester, NY) e a absorbancia lida a 750nm em
espectrofotometro BIOTRAK (Molecular Devices, Sunnyvale,CA). A analise foi

realizada em triplicata e o0 %CV maximo foi de 12%.

O resultado foi calculado a partir da curva de calibragdo obtida com o
acido galico e expresso em mM de Equivalentes Acido Galico (mM EAG).

3.6 TRATAMENTO ESTATISTICO E MATEMATICO

Os resultados obtidos foram submetidos a estudos de correlacao, testes
de diferencas de médias, andlises de variancia. Foram utilizados os programas
Statistica Kernel Release 7.1 (StatSoft Inc., Tulsa, OK) for Windows e Excel
Versao for Windows (Microsoft Corporation, 2003).

Os modelos matematicos utilizados nos planos de misturas foram: o
modelo linear, quadratico e cubico especial (equacdo 5, 6 e 7), afim de

descrever os dados experimentais.
Modelo Linear:

y =bl*x1+b2*x2+b3*x3 (Equacéo 5)
Modelo Quadratico:

y=bl*x1+b2*x2+b3*x3+b12*x1*x2+
P13 * x1* x3+b23 * x2* x3

(Equacéo 6)

Modelo cubico especial:

y=bl*x1+b2*x2+b3*x3+b12*x1*x2+
P13 * x1* x3+b23 * x2* x3 + b123 * x1x2 * x3

(Equacéo 7)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS AMINOACIDOS E ACUCARES

A primeira etapa deste estudo visou conhecer a atividade antioxidante
dos acgUcares e aminoacidos isoladamente e a avaliar sua correlacdo com a
concentracdo. Os aminoacidos foram diluidos isoladamente em &agua nas

concentracfes apresentadas na Tabela 2.

Dos componentes analisados, a glicose e sacarose nao apresentaram
atividade em nenhum dos métodos, sendo a frutose o Unico acucar que
apresentou atividade antioxidante. No entanto esta atividade foi observada
apenas para o método FC (Figura 9). Entre os aminoacidos, somente o
triptofano e a tirosina apresentaram atividade tanto pelo método TEAC quanto
pelo FC (Figuras 10 e 11).

0.09 ~
y = 0.1561x + 0.0084

0.08 R? = 0.9913
0.07

0.06 ~
0.05 ~
0.04 ~
0.03 ~
0.02 ~
0.01 A

0 T T T T T T T T T 1
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4 0.45 0.5

Frutose (M)

FC (MM EAG)

Figura 9. Evolucao da atividade antioxidante da frutose pelo método de Folin-

Ciocalteu em funcéo de sua concentragao.
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Figura 10. Evolucdo das atividades antioxidantes do triptofano pelos métodos

de FC e TEAC em funcéo de sua concentracao.
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Figura 11. Evolucdo das atividades antioxidantes da tirosina pelos métodos de

FC e TEAC em funcao de sua concentracao.

Analisando os gréficos, percebe-se que a concentracdo dos compostos

correlaciona-se linearmente com as duas atividades antioxidantes.

O motivo de a frutose ter sido 0 Unico agUcar a apresentar atividade

antioxidante pode ser explicado pelo fato de ela ser um acgucar redutor e sendo

o FC um método de oxirreducéo, a frutose pode ter a habilidade de doar um
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elétron e o &tomo de hidrogénio para estabilizar o radical. Entretanto, ndo foi
observada atividade antioxidante para a glicose, o que mostra que ndo sao

todos os acucares redutores que apresentam atividade antioxidante.

Uma possivel explicagdo que pode ser levada em consideracdo é a
estrutura dos acucares, devendo a frutose ter maior facilidade em doar um

elétron que a glicose (Figura 12).

=H 0 HOCH, ¢ OH
o OH

N or

oH CH,OH

OH H

on OH b)

a)
Figura 12. Estrutura da glicose (a) e frutose (b).

O fato de o triptofano e a tirosina serem 0s Unicos aminoacidos a
apresentarem atividade antioxidante pode ser explicado pelas suas estruturas
quimicas. O hidrogénio ligado ao nitrogénio do grupo pirol do triptofano é doado
ao radical livre, estabilizando-o, enquanto que para a tirosina sua hidroxila pode

atuar como doador de elétrons (Figura 13).
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Figura 13. Estrutura dos aminoacidos a)Triptofano b) Fenilalanina c) Tirosina

O fato de a fenilalanina nédo possuir atividade antioxidante, mesmo
sendo um amino&cido que participa da biossintese dos polifendis, pode ser
devido a auséncia de um grupo doador, como, por exemplo, uma hidroxila

ligada ao anel benzénico.

Apesar de o triptofano e tirosina estarem em menor concentragcdo em
relacdo a frutose, a capacidade antioxidante em ambos os métodos foram
maiores para 0os aminoacidos, devido a possivel estabilizacdo dos aminoacidos

por ressonancia eletrénica.

Enfim, esses resultados indicam que alguns aminoacidos e acucares
presentes em certos alimentos podem interferir nos métodos TEAC e FC,
resultando em valores superestimados quando se quer imputar esta atividade
aos fitoquimicos presentes. Pérez-Jiménez; Saura-Calixto (2006) analisando o
efeito de alguns constituintes dos alimentos na atividade antioxidante (TEAC e
ORAC) também encontraram que o triptofano isoladamente interfere no método
TEAC, enquanto que a glicose isolada ndo apresenta qualquer valor, o que

confirma o presente estudo.

Essas interferéncias de aminoacidos e acucares estdo presentes em

matrizes alimentares como o mel (PEREZ et al, 2007).


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/6/60/Amminoacido_fenilalanina_formula.svg

4.2 ATIVIDADES ANTIOXIDANTES DOS AMINOACIDOS POR PLANO DE
MISTURA

A Tabela 6 mostra os valores TEAC e FC das analises realizadas para o

estudo de como os aminoacidos interagem entre eles na atividade antioxidante.

Tabela 6. Valores de TEAC e FC do plano de mistura dos aminoacidos.

Ensaios

El
E2
E3
E4
ES
E6
E7
E8
E9
E10
Ell
E12
E13
E1l4
E15.1
E15.2
E15.3
E16
E17
E18
E19

Trip
1* (15,38)**
0
0
0
0,5 (7,69)
0,5
0,5
0
0
0
0,333 (5,12)
0,333
0,333
0
0,25 (3,84)
0,25
0,25
0,625 (9,61)
0,125 (1,92)
0,125
0,125

Tyr
0

0,5
0
0
0,5
0,5
0
0,333
0,333
0
0,333
0,25
0,25
0,25
0,125
0,625
0,125
0,125

Phe

ool NolNel

0
0,5
0,333
0
0,333
0,333
0,25
0,25
0,25
0,125
0,125
0,625
0,125

Met

[oNeol NolNeNe

0,5
0
0,5
0,5
0
0,333
0,333
0,333
0,25
0,25
0,25
0,125
0,125
0,125
0,625

TEAC
(mM ET)

29,52
27,74
ND*
ND
30.60
33.43
9.97
11.66
17.58
ND
23,99
21,29
12,74
13,21
18,97
18,39
18,81
31,28
25,87
11,28
15,38

FC
(MM EAG)

9,59
9,79
ND***
ND
8,74
4,95
4,82
4,57
4,79
ND
5,72
6,13
3,30
3,01
4,57
4,18
4,69
7,05
6,95
4,54
4,22

*Valores codificados **Valores reais (mM) ***ND: Nao determinado

Os ensaios 3, 4 e 10 ndo puderam ser determinados nos dois métodos.

Eles correspondem as condicbes em que tanto o triptofano quanto a tirosina

nao estdo presentes. Os demais valores mostram, contudo, que a grande

maioria dos aminoacidos isolados ou combinados apresenta capacidade

antioxidante nos dois métodos, sendo que o triptofano e a tirosina apresentam

maior capacidade antioxidante.

Na Tabela 7, estdo apresentados os valores da Analise de Variancia das

misturas dos aminoacidos sobre os valores FC e TEAC para os trés tipos de
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modelos empregados em estudos de mistura: modelo linear, quadratico e

cubico parcial. Na tabela 8 esta analise de variancia dos modelos significativos.

Tabela 7. ANOVA dos modelos ajustado aos valores de TEAC e FC do plano

de mistura dos aminoacidos.

R-Sqr

SQ GL MQ F P R-Sgr ajustado
TEAC
Linear 64321 3 21440 8.60 0.002 0648 0.573
Quadratico 27436 6 4573 490 0.022 0.925 0.840
Cubico 3780 4 945 1.02 0.491 0.963 0.842
parcial
Total 99228 17  58.36
ajustado
FC
Linear 6213 3  20.71 41.04 0.000 0.898 0.876
Quadratico 484 6 0.81 290 0.083 0968 0.932
Cubico 116 4 029 1.09 0467 0985 0935
parcial
Total 69.20 17 4.07
ajustado

SQ: soma dos quadrado; GL: Graus de liberdade; MQ: Média dos quadrados

Tabela 8. ANOVA para o modelo quadratico ajustado aos valores de TEAC e
modelo linear ajustado aos valores de FC do plano de mistura dos

aminoacidos.

SQ GL MQ F D

TEAC R"=0,925

Modelo 917.58 9 101.95 10.92 0.001
Erro total 74.70 8 9.34

Lack of fit 74.52 6 12.42 137.12 0.007
Erro puro 0.18 2 0.09

Total ajustado 992.28 17 58.37

FC R°=0,898

Modelo 62.13 3 20.71  41.04 0.000
Erro total 7.07 14 0.50

Lack of fit 6.93 12 0.58 8.36 0.112
Erro puro 0.14 2 0.07

Total ajustado 69.20 17 4.07

A analise de variancia (Tabela 8) indica que o modelo linear proposto para
o método FC apresenta bom ajuste para os dados experimentais através da
nao-significancia do lack of fit, apesar do ndo tao elevado valor do coeficiente
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de determinacdo (R’= 0,898), enquanto que para o método TEAC a
significancia do lack of fit indica que o modelo quadratico (Tabela 7) néo
apresenta bom ajuste para os dados experimentais (Tabela 8). A analise foi
realizada utilizando o modelo quadratico por apresentar o maior coeficiente de
determinacdo (R?= 0,925). A falta de ajuste pode ter ocorrido devido ao fato de
nao serem apresentados os dados dos ensaios 3 (fenilalanina), 4 (metionina) e
10 (fenilalanina e metionina 1:1) e os baixos desvios padrdo das replicatas do
ponto central. Entretanto, como este teste de lack of fit € um teste muito
restringente para explicar a adequagao do modelo, por este motivo foi realizada
a analise de residuos (Figura 14).
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Figura 14. Andlise de residuos para o modelo quadratico ajustado aos valores
de TEAC.

A analise mostra que os valores estdo bem distribuidos e ndo tendencioso
0 que permite validar os resultados obtidos; no entanto, o0 modelo quadratico s6

permite que os valores sejam preditos dentro do dominio experimental.
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A Tabela 9 mostra os coeficientes de regressdo dos aminoacidos sobre o

valor das atividades antioxidantes FC e TEAC.

Tabela 9. Coeficientes de regressao do plano de mistura dos aminoacidos
sobre o valor de TEAC e FC.

Erro
Coeficiente Eadréo t p

TEAC

(A) Triptofano 30.53 2.95 10.35 0.000
(B) Tirosina 27.70 2.95 9.39 0.000
(C) Fenilalanina -6.07 11.10 -0.55 0.599
(D) Metionina 13.76 11.10 1.24 0.250
AB 9.89 13.23 0.75 0.476
AC 77.944 24.39 3.20 0.013
AD -44.69 24.39 -1.83 0.104
BC 3.31 24.39 0.14 0.895
BD -1.83 24.39 -0.07 0.942
CD -1.07 29.37 -0.04 0.972
FC

(A) Triptofano 8.99 0.50 17.90 0.000
(B) Tirosina 8.91 0.50 17.73 0.000
(C) Fenilalanina 1.00 0.70 1.43 0.175
(D) Metionina 1.02 0.70 1.46 0.167

*Os coeficientes referem-se a uma variacdo normalizados de 1 equivalente a uma adigéo
total de 15,38mM do referido composto.

A analise confirma que pelos métodos TEAC e FC os aminoacidos
triptofano e tirosina apresentaram efeito estatisticamente significativo (p <
0,001) sobre a capacidade antioxidante, enquanto que a fenilalanina e a
metionina ndo mostraram efeito. Para o0 método TEAC um efeito positivo de

interag&o entre triptofano e Fenilalanina (AC) foi detectado (p<0,05).

A contribuicao do triptofano e tirosina na capacidade antioxidante mostra
que uma concentracdo de 15,38 mM destes aminoécidos contribui para o
aumento do valor TEAC em 30,526 mM ET e 27,697 mM ET, respectivamente.
No método FC este aumento é na ordem de 8,994 mM EAG e 8,911 mM EAG

para o triptofano e tirosina, respectivamente.

Vale ressaltar que estes valores de coeficientes sdo valores comparados

com padrdes de referéncias, ou seja, padrbes com alta atividade antioxidante.
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Meucci e Mele (1997) também verificaram que o0s aminoacidos
triptofano, tirosina, cisteina e homocisteina apresentaram capacidade
antioxidante pelo método TEAC. Além deste, varios trabalhos semelhantes
véem mostrando a capacidade antioxidante de aminoacidos e peptideos
(PIHLANTO, 2006; PEREZ-JIMENEZ, SAURA-CALIXTO, 2006), como as
proteinas/peptideos encontradas nos ovos, leite entre outras fontes alimentares
(PIHLANTO, 2006; DAVALOS; BARTOLOME, LOPEZ-FANDINO, 2004). No
entanto, 0 mecanismo antioxidante e as propriedades antioxidantes ndo séo

conhecidos.

4.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS AMINOACIDOS POR PLANO DE
MISTURA EM PRESENCA DE COMPOSTOS FENOLICOS

4.3.1 Capacidade antioxidante do plano de mistura

Ap0s a analise dos ensaios com os aminoacidos isolados e combinados,
realizaram-se 0s ensaios com as misturas de aminoacidos diluidos em solucao
de padrbes de CFs. Os dados das atividades antioxidantes nestes ensaios
estdo apresentados na Tabela 10. Conforme mencionado, para a analise da
capacidade antioxidante pelo programa STATISTICA, é descontado em cada
ensaio a contribuicdo da capacidade da mistura de padrdoes de CFs, com isso
se obtém a real contribuicAo de cada aminoacido. A comparacdo deste
resultado com os valores da capacidade antioxidante dos aminoéacidos isolados
(Topico 4.2) permite avaliar se ha uma interacdo entre os compostos fendlicos

e 0S aminoacidos.
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Tabela 10. Valores de FC e TEAC para o plano de mistura dos ensaios de aminoacidos diluidos em mistura de padrées de CFS
(catequina, &cido galico, acido ferralico e rutina)

FC (mM EAG) TEAC (mM ET)
Ensaios TrE Tir Phe Met | Adicionado CF Descontado CF | Adicionado CF Descontado CF
E1l 1* (15,38)** 0 0 0 24.14 10.65 69.00 28.25
E2 0 1 0 0 23.48 9.99 64.73 23.99
E3 0 0 1 0 14.71 1.23 47.61 6.87
E4 0 0 0 1 14.97 1.48 43.33 2.58
E5 0,5 (7,69) 0,5 0 0 23.18 9.69 66.96 26.22
E6 0,5 0 0,5 0 19.28 5.80 60.27 19.52
E7 0,5 0 0 0,5 18.88 5.40 44.79 4.05
E8 0 0,5 0,5 0 20.54 7.06 47.74 7.00
E9 0 0,5 0 0,5 20.21 6.73 47.90 7.16
E10 0 0 0,5 0,5 13.66 0.18 41.44 0.70
El1 0,33 (5,12) 0,33 0,33 0 21.62 8.14 51.66 10.92
E12 0,33 0,33 0 0,33 20.77 7.28 59.66 18.92
E13 0,33 0 0,33 0,33 16.81 3.32 45.89 5.15
El4 0 0,33 0,33 0,33 18.48 5.00 44.21 3.47
15 0,25 (3,84) 0,25 0,25 0,25 19.49 6.00 52.22 11.47
E15.1 0,25 0,25 0,25 0,25 19.33 5.85 54.76 14.02
E15.2 0,25 0,25 0,25 0,25 20.24 6.75 52.03 11.29
E16 0,625 (9,61) 0,125 0,125 0,125 19.79 6.30 66.37 25.63
E17 0,125 (1,92) 0,625 0,125 0,125 21.97 8.49 59.29 18.55
E18 0,125 0,125 0,625 0,125 18.20 4,72 55.90 15.16
E19 0,125 0,125 0,125 0,625 17.33 3.84 43.58 2.84
Mistura de
CE 13,48 40,74

* Valores codificados ** Valores reais (mM)
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As Tabelas 11 e 12 apresentam respectivamente ANOVAs e os coeficientes
de regressdo do plano de mistura dos aminoacidos sobre o valor da atividade
antioxidante. Lembrando que a toda a analise estatistica deste topico foi realizada

considerando o valor dos ensaios descontado da mistura de padrdes de CFs.

A andlise de variancia foi realizada apenas para o modelo linear por ser o

anico modelo significativo e com bom ajuste aos dados experimentais.

Tabela 11. ANOVA para o modelo linear ajustado aos valores de TEAC e FC do

plano de mistura dos aminoacidos diluidos na mistura de padrbes de compostos

fenolicos.
SQ GL MQ F p

TEAC R?=0,7686
Modelo 1161.06 3 387.02 18.83 0.000
Erro total 349.39 17 20.55
Lack of fit 344.73 15 22.98 9.87 0.096
Erro puro 4.66 2 2.33
Total 1510.45 20 75.52
ajustado
FC R?=0,9339
Modelo 147.27 3 49.09 79.91 0.000
Erro total 10.44 17 0.61
Lack of fit 9.97 15 0.66 2.83 0.292
Efro puro 0.47 2 0.23
Total 157.71 20 7.89

ajustado
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Tabela 12. Coeficientes de regresséo do plano de mistura dos aminoacidos diluidos
na mistura de padrdes de compostos fendlicos sobre o valor de TEAC e FC.

*

Erro
Coeficiente Eadréo t p

TEAC

(A) Triptofano 27.96 3.04 9.19 0.000
(B) Tirosina 20.93 3.04 6.88 0.000
(C) Fenilalanina 4.82 3.04 1.59 0.131
(D) Metionina -3.47 3.04 -1.14 0.270
FC

(A) Triptofano 9.71 0.53 18.46 0.000
(B) Tirosina 10.94 0.53 20.79 0.000
(C) Fenilalanina 1.70 0.53 3.23 0.005
(D) Metionina 1.25 0.53 2.38 0.029

Os coeficientes referem-se a uma variacdo normalizados de 1, equivalente a uma adicéo total de
15,38mM do referido composto

Para o método TEAC é observado que os aminodcidos triptofano e tirosina
sdo 0s Unicos a apresentarem efeito sobre a capacidade antioxidante, mesmo
resultado obtido para a andalise dos aminoacidos isolados (Tabela 9). Comparando
os resultados dos dois planejamentos (Tabela 9 e Tabela 12), observa-se que 0s
valores dos coeficientes para o planejamento com padrdes de CFs sdo menores que
os coeficientes da anélise dos aminoéacidos isolados. Essa diminuicdo do coeficiente
guando ha presenca dos padrdes de CFs aponta uma possivel interacdo negativa

entre os aminoacidos e os CFs.

Para o método de FC é observado que todos os aminoacidos apresentam
uma contribuicdo estatisticamente significativa na capacidade antioxidante. Observa-
se que 15,35 mM destes aminoacidos contribuem para um valor FC de
9,71 mM EAG e 10,93 mM EAG, para o triptofano e tirosina, respectivamente. Estes
valores sdo um pouco maiores que o0s obtidos para o planejamento com
aminoacidos isolados (Tabela 9, pag. 53), indicando uma possivel interacdo aditiva

entre os aminoacidos e os CFs no método de FC.

A concentracao de 15,38 mM de fenilalanina e metionina aumentam em 1,70
mM EAG e 1,25 mM de EAG, respectivamente. Como mencionado, pode haver

interacdo entre aminoacidos e CFs, o que leva a crer que esta capacidade
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antioxidante ndo € resultado desses aminoacidos em si, mas oriunda da interacédo

desses com 0s compostos fendlicos.

A partir desses resultados, € possivel afirmar que os aminoacidos triptofano e
tirosina de fato, apresentam atividade antioxidante, enquanto que a fenilalanina e

metionina apresentam uma leve interacdo com os polifenadis.

Em trabalhos desenvolvidos por Davalos, Bartolomé e Lopez-Fandino (2004)
com peptideos de ovos, 0os quatros aminoacidos (Trp, Tyr, Phe, Met) sdo citados por
apresentar atividade antioxidante, muito embora esse estudo néo tenha tratado de

aminoacidos livres.

Os trabalhos relacionados a esta interagcdo dos CFs com componentes dos
alimentos estudam, principalmente, o turvamento e a precipitacdo decorrentes da
interacdo com proteinas (ricas em prolina). Apenas alguns poucos trabalhos
mostram como a interacao afeta a atividade antioxidante. Todos esses trabalhos, no

entanto, se limitam a interacao proteina-CF, ndo havendo estudos com aminoécido.

Entre os poucos trabalhos que abordam a interacdo CF-proteina na atividade
antioxidante, estd o de Rohn, Rawel, Kroll (2004) que estudaram a influéncia, na
atividade antioxidante TEAC, da interagdo entre quercetina e Albumina Bovina
Sérica (BSA). Eles verificaram que o grau de derivatizacdo (ligacdo covalente da
guercetina a BSA antes das medidas de capacidade antioxidante) modifica
significativamente a capacidade antioxidante. Uma diminuicdo nas ligacOes
covalentes quercetina-BSA (derivatizacdo) reduz a atividade antioxidante dos

derivados de BSA-quercetina.

Nesses estudos com proteina, Rohn, Rawel, Kroll (2004) mostram um
mecanismo de reacdo como a possivel explicacdo para a capacidade antioxidante

dos derivados de BSA-quercetina, conforme Figura 15.
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Figura 15. Reac¢do da quercetina com grupo (s) de aminoacidos de proteina (s) apos

a formacéao de quinona.

De acordo com o esquema proposto, o primeiro passo é a oxidacdo da
guercetina a respectiva quinona, em meio alcalino e em presenca de oxigénio. A
reacdo desta quinona com as cadeias laterais nucleofilica das proteinas, como a
lisina, cisteina e, triptofano ira conduzir a um derivado proteina-fenol. Este derivado

7 BN

formado €, por sua vez, um potencial antioxidante, devido a sua capacidade de
tornar-se um radical livre, podendo capturar mais radicais ABTS™. No entanto,
quando esta ligacdo levar a formacgédo de polimeros (precipitados), a capacidade
antioxidante é diminuida. O impedimento estérico também é responsavel pela

diminuic&o da reatividade com os radicais ABTS™

Guardadas as diferencas entre proteinas e aminoacidos, este esquema pode
explicar o fato de o método de FC apresentar uma interacdo aditiva, pois este
método apresenta as condi¢cdes necessarias (pH alcalino) para a formagédo das

quinonas e posterior rea¢cdo com o aminoacido.



62

Outro tipo de ligacdo que pode ocorrer na interacdo dos compostos fendélicos
e proteinas é a ligacdo hidrofobica. Charlton et al. (2002) mostraram que esta
ligacdo pode ocorrer na fase inicial da interacdo. Ela ocorre com a parte hidrofobica
do anel aromatico dos CFs e no caso especifico da prolina, ocorrera com o anel
pirolidina (Figura 4). Por ser uma ligacéo fraca, ela ndo contribui facilmente a saida
de hidrogénios para estabilizar os radicais livres.

Estas duas ligacdes, covalente e hidrofobica, entre outras, podem ocorrer de
forma paralela. No entanto, podemos sugerir que a ligacado covalente, que favorece
0 aumento da atividade antioxidante (desde que n&o haja formacé&o de precipitados)
deva ocorrer no método FC, pois se percebe que os valores FC com CFs séo
maiores. Além disso, o estudo do mascaramento (4.3.2) mostra mais valores
positivos que negativos. No caso do método TEAC, o qual apontou para uma
diminuicdo da capacidade antioxidante quando h& presenca de aminoacidos e CFs,
podemos supor que este método seria mais propicio ao tipo de ligacdo hidrofébica
devido ocorrer em valores de pH neutro e apresentar menores valores na presenca
de CF.

4.3.2 Efeito do mascaramento

7

O efeito do mascaramento € um conceito que também pode explicar a
influencia dos aminoacidos e CFs na capacidade antioxidante e foi levado em
consideracdo para avaliar a interferéncia dos aminoacidos na capacidade

antioxidante. O efeito deste mascaramento pode ser observado na Tabela 13.



Tabela 13. Resultados do mascaramento da capacidade antioxidante no TEAC e FC.

Ensaios Trp Tyr Phe Met Mascaramento (%)
TEAC FC TEAC FC TEAC FC

El 1* (15,38)** 0 0 0 69.00 24.14 70.26 23.08 -1.84 4.50
E2 0 1 0 0 64.73 23.48 68.48 23.28 -5.80 0.86
E3 0 0 1 0 47.61 14.71 40.78 13.48 14.36 8.73
E4 0 0 0 1 43.33 14.97 40.76 13.48 5.93 10.41
ES5 0,5 (7,69) 0,5 0 0 66.96 23.18 71.34 22.22 -6.54 4.20
E6 0,5 0 0,5 0 60.27 19.28 74.17 18.44 -23.07 4.48
E7 0,5 0 0 0,5 44.79 18.88 50.71 18.30 -13.21 3.11
ES 0 0,5 0,5 0 47.74 20.54 52.40 18.05 -9.78 12.88
E9 0 0,5 0 0,5 47.90 20.21 58.32 18.27 -21.75 10.09
E10 0 0 0,5 0,5 41.44 13.66 40.78 13.48 1.60 1.30
E1ll 0,33 (5,12) 0,33 0,33 0 51.66 21.62 64.73 19.21 -25.30 11.81
E12 0,33 0,33 0 0,33 59.66 20.77 62.03 19.61 -3.96 5.72
E13 0,33 0 0,33 0,33 45.89 16.81 53.48 16.78 -16.55 0.15
E14 0 0,33 0,33 0,33 4421 18.48 53.95 16.50 -22.02 11.34
E15 0,25 (3,84) 0,25 0,25 0,25 52.22 19.49 59.71 18.05 -14.35 7.63

E15.1 0,25 0,25 0,25 0,25 54.76 19.33 59.13 17.67 -7.97 9.00

E15.2 0,25 0,25 0,25 0,25 52.03 20.24 59.55 18.17 -14.46 10.76
E16 0,625 (9,61) 0,125 0,125 0,125 66.37 19.79 72.02 20.53 -8.52 -3.70
E1l7 0,125 (1,92) 0,625 0,125 0,125 59.29 21.97 66.61 20.43 -12.35 7.26
E18 0,125 0,125 0,625 0,125 55.90 18.20 52.02 18.02 6.95 1.02
E19 0,125 0,125 0,125 0,625 43.58 17.33 56.12 17.70 -28.76 -2.15

Mistura de
padrdes de

CF 40,74 13,48

* Valores codificados ** Valores reais (mM)
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O valor calculado foi obtido pela soma dos valores apresentados nos ensaios
do plano de mistura dos aminoacidos (Tabela 6) com o valor experimental da
solucéo padrédo de compostos fendlicos (apresentado na ultima linha da Tabela 13).

Em seguida, é calculado o valor do mascaramento de acordo com a equacao 1.

A solucéo de mistura de padrées de CFs apresentou valor de FC e TEAC de
13,48 e 40,74 mM, respectivamente. Percebe-se que para o FC, a maioria dos
valores do mascaramento foi positiva, ou seja, o valor experimental foi maior que o
valor calculado, isso indica que a mistura de polifendis e aminoacidos aumenta a
atividade antioxidante. No TEAC o mascaramento apresentou mais valores

negativos, indicando que a mistura diminui a atividade antioxidante.

O que pode explicar este fato € o pH utilizado em cada método, pois o valor
do pH além de influenciar na interacdo aminoacido e CFs como mencionado,
também tem forte influencia na estrutura do aminoacido. Em pH neutro, as
moléculas de aminoacidos podem existir em sua maioria na forma ionizada, em que
0 grupo amina se encontra protonado (-NHs") e o &cido carboxilico desprotonado a
carboxilato (-COO™ ). Em pH alcalino, o grupo amina estara na forma desprotonada.
Como o método de FC ocorre em pH alcalino (pH ~10), neste pH a estrutura do
aminoacido permite menor repulsdo entre 0 aminoacido e o composto fendlico, o
que facilita uma interac@o entre o aminoécido e os CFs e, como mencionado (Figura
15), esta interacdo pode levar a um valor aditivo na capacidade antioxidante, o que

pode explicar os valores de mascaramento positivos para o método de FC.

Além disso, deve-se lembrar, que a andlise de FC foi utilizada por alguns
anos para a quantificacdo de aminoacidos, principalmente, triptofano e tirosina e
atualmente € um método muito utilizado para quantificacdo de CFs. Uma vez que
este método quantifica tanto aminoacido quanto CFs, espera-se uma correlacéo
entre a concentracao destes componentes e o valor de FC, o que contribui para que

este método apresente menores valores de mascaramento.

E notado também que o FC apresenta menor mascaramento, sendo que 0

valor maximo é de 12,9%, bem inferior (em valores absolutos) ao encontrado para o
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TEAC que foi de 25,1%. Ressalta-se que o0 erro experimental permitido para estes
métodos é de 12%, além disso, os ensaios de amino&cidos isolados foram
preparados em dias diferentes, logo esta diferenca pode ser proveniente de
diferencas desde a pesagem, diluicdo, erro experimental até ser realmente resultado
do mascaramento. Em outras palavras, parte deste mascaramento pode ser

atribuida a variabilidade experimental.

Pérez-Jiménez; Saura-Calixto (2006) analisando a interferéncia de nutrientes
na capacidade antioxidante de mistura de padrdes fendlicos (catequina:acido gélico),
pelos métodos TEAC e ORAC encontraram efeito aditivo na capacidade antioxidante
da mistura quando adicionada de nutrientes, principalmente com relagcdo ao

triptofano.

Embora tenham trabalhado com proteinas, e o presente trabalho lide com os
aminoacidos, Arts et al. (2002) verificaram que a capacidade antioxidante da
catequina isolada foi maior que qualquer combinacdo com proteina. Estes autores
também verificaram que a capacidade antioxidante TEAC foi mascarada em 31,4%
pela interacdo entre cha verde e [ -caseina. Neste mesmo trabalho, a combinacao
da catequina com quatro proteinas diferentes (albumina, a, (I3 e k-caseina) também

foi avaliada, sendo que o mascaramento foi maior com albumina e R-caseina.

Enfim, os resultados de mascaramento pelo método de FC, aliado a
inexisténcia de interacdes significativas entre os aminoacidos, sugerem a idéia de
descontar a interferéncia dos aminoacidos na analise de FC com padrdes de CFs, a
fim de obter o valor proximal da contribuicdo dos compostos fendlicos presentes. Tal

discusséo sera mais investigada no tépico seguinte.

Outro fato que se constata, € que o efeito de mascaramento proposto por
Arts, Haenen, Voss, Bast, 2001 pode ser o equivalente do efeito aditivo proposto por
HEO et al., 2007.



4.4 ANALISE DAS ATIVIDADES ANTIOXIDANTES DE MISTURAS DE
AMINOACIDOS, ACUCARES E PADROES DE CFs

4.4.1 Capacidade antioxidante do plano fatorial fracionério com padrdes de
compostos fendlicos

ApGs a andlise, por plano de mistura, da interferéncia dos aminoacidos na
atividade antioxidante, avaliou-se esta interferéncia entre aminoécidos, padrées de
CFs e acucares. Este estudo utilizou o planejamento fatorial fracionario (tipo Box-
Behnken), que permite avaliar a importancia dos efeitos das variaveis sobre a
resposta, sendo que o tipo fracionario reduz a metade o nimero de ensaios que

seriam necessarios se utilizado um planejamento completo.

Nesta primeira etapa as variaveis utilizadas foram os aminoacidos, mistura de

padrées de CFs e acucares. O resultado destas andlises esta exposto na Tabela 14.

Tabela 14. Valores de TEAC e FC para a analise do plano fatorial fracionario de

aminodcidos, acucares e padrées de CFs.

Ensaio Aminoacido Acucar CFs | TEAC (MM ET) FC (mM EAG)
E1l -1* -1 0 32.08 14.85
E2 1 -1 0 42.73 16.32
E3 -1 1 0 37.46 15.15
E4 1 1 0 38.24 17.53
E5 -1 0 -1 20.15 7.93
E6 1 0 -1 34.48 10.61
E7 -1 0 1 43.55 20.87
ES8 1 0 1 47.75 23.74
E9 0 -1 -1 20.89 9.99
E10 0 1 -1 31.47 10.13
E11l 0 -1 1 52.46 22.97
E12 0 1 1 53.40 23.40
E13 0 0 0 33.12 16.66

E13.1 0 0 0 32.81 16.96

E13.2 0 0 0 35.16 17.59

*valores codificados

As Tabelas 15 e 16 apresentam, respectivamente, as ANOVAs e o0s

coeficientes de regressao do plano fatorial fracionario.
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Tabela 15. ANOVA para os valores de TEAC e FC do plano fatorial fracionario dos

aminoacidos, acgucares e padrdes de CFs.

SQ GL MQ F p
TEAC
(1) Aminoéacido (L) 112,15 1 112,15 55,19 0,018
Aminoacido (Q) 0,56 1 0,56 0,27 0,653
(2) Acucar (L) 19,26 1 19,26 9,48 0,091
Acucar (Q) 44,31 1 44,31 21,81 0,043
(3) Padrdes de CF( L) 1016,37 1 1016,37 500,18 0,002
Padrdes de CF (Q) 19,76 1 19,76 9,72 0,089
1L x 2L 24,32 1 24,32 11,97 0,074
1Lx3L 25,64 1 25,64 12,62 0,071
2L x 3L 23,21 1 23,21 11,42 0,078
Lack of fit 55,82 3 18,61 9,16 0,100
Error 4,06 2 2,03
Total SS 1340,71 14
FC
(1) Aminoacido (L) 11,02 1 11,02 48,13 0,020
Aminoécido (Q) 3,48 1 3,48 15,18 0,060
(2) Acucar (L) 0,54 1 0,54 2,35 0,265
Acucar (Q) 0,07 1 0,07 0,3 0,637
(3) Padrdes de CF (L) 342,1 1 342,1 14935 0,000
Padrbes de CF (Q) 0,35 1 0,35 1,54 0,341
1L x 2L 0,2 1 0,2 0,89 0,445
1Lx3L 0,01 1 0,01 0,04 0,865
2L x 3L 0,02 1 0,02 0,1 0,783
Lack of fit 0,47 3 0,16 0,69 0,639
Erro 0,46 2 0,23
Total SS 358,48 14

L-linear; Q- Quadratico
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Tabela 16. Efeitos e coeficientes de regressao para os valores de TEAC e FC do
plano fatorial fracionario dos aminoacidos, agucares e padrbes de CF.

Efeito Erro padrao t p coeficiente
TEAC
Mean/Interc. 37,89 0,41 92,07 0.000 37,89
(1) Aminoacido (L) 7,49 1,01 7,43 0.018 3,74
Aminoécido (Q) -0,39 0,74 -0,52 0.653 -0,19
(2) Acucar (L) 3,1 1,01 3,08 0.091 1,55
Acucar (Q) -3,46 0,74 -4,67 0.043 -1,73
(3) Padrdes de CF(L) 22,54 1,01 22,36 0.002 11,27
Padrbes de CF (Q) -2,31 0,74 -3,12 0.089 -1,16
1L x 2L -4,93 1,43 -3,46 0.074 -2,47
1Lx3L -5,06 1,43 -3,55 0.071 -2,53
2L x 3L -4.82 1.43 -3.38 0.078 -2.41
FC
Mean/Interc. 16,12 0,14 116,72 0.000 16,12
(1) Aminoacido (L) 2,35 0,34 6,94 0.020 1,17
Aminoécido (Q) 0,97 0,25 3,9 0.060 0,49
(2) Acucar (L) 0,52 0,34 1,53 0.265 0,26
Acucar (Q) 0,14 0,25 0,55 0.637 0,07
(3) Padrdes de CF (L) 13,08 0,34 38,65 0.001 6,54
Padrbes de CF (Q) 0,31 0,25 1,24 0.341 0,15
1L x 2L 0,45 0,48 0,94 0.445 0,23
1Lx3L 0,09 0,48 0,19 0.865 0,05
2L x 3L 0,15 0,48 0,31 0.783 0,08

L-linear; Q- Quadratico

A andlise de variancia indica que o modelo linear e quadréatico proposto para
as variaveis nos métodos FC e TEAC apresentam bom ajuste para os dados
experimentais através da nao-significancia do lack of fit (Tabela 15). Em
planejamento fracionario, este efeito quadratico indica que a capacidade
antioxidante passa por um ponto de maximo (ou de minimo) a partir do qual o valor
pode decrescer (ou crescer). No entanto, se o efeito linear possuir maior influéncia
na resposta (no presente caso, a capacidade antioxidante), o efeito quadratico pode

ser negligenciavel.

A analise dos efeitos e dos coeficientes para o método de FC mostra que a
mistura de padrbes de CFs foi a variavel que apresentou o maior efeito linear, com
aumento de 13,08 mM EAG sobre a capacidade antioxidante, enquanto que o
aminoacido teve esse efeito em torno de 6 vezes menor (2,32 mM EAG). O acgucar
nao apresentou qualquer efeito significativo neste método.
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No método TEAC, o aminoacido e os padrbées de CFs também apresentaram
efeito linear estatisticamente significativo, sendo novamente os padrdoes de CFs com
valores bem superior (3 vezes) ao aminoacido. Neste método, também foi observado
gue acucar apresentou um efeito quadratico, no entanto, nota-se pelo grafico de
pareto (Figura 16) que o efeito desta variavel sobre a resposta € menor que o
aminoacido e os padrbes de CFs. Além disso, o valor de p desta variavel foi bem
préoximo ao limite minimo de significancia (p < 0,05), o que minimiza o efeito desta

variavel na capacidade antioxidante.

@polfenci) ) 2.6
(DAminoacido(L) ) e
Agicar(Q) e
XLl / -3:,.55205
1L x2L /—3;.45962
2Lx3L 47976
S 7 siess
(2)Agticar(L) 3.078478
o

Estimativa do efeito padronizado (valor absoluto)

Figura 16. Gréafico de pareto para os coeficientes de regressdo do plano fatorial
fraciondrio dos aminoéacidos, agUcares e mistura de padrbes de CFs sobre a

resposta TEAC. (a linha tracejada delimita o nivel de significancia)

O acucar, mesmo estando em concentracao largamente superior & mistura de

padrdes de CFs, apresenta pouca influéncia sobre a capacidade antioxidante.



4.4.2 Efeito do mascaramento

O primeiro passo para o célculo do mascaramento € obter a capacidade
antioxidante calculada (CAOcac) para cada ensaio. Esta é obtida a partir da soma
dos valores de cada componente isolado (ver Tabela 17) que corresponde ao valor
codificado do ensaio (Tabela 18, colunas 2, 3 e 4). Por exemplo, para o ensaio E1
da Tabela 18 correspondente aos niveis -1, -1 e 0, do aminoacido, acucar e CFs,
respectivamente, soma-se o valor FC ou TEAC de cada um destes componentes
mostrado na Tabela 17. Assim, para o TEAC, temos: E1= 34,20 - 2,80 + 0 + 31,40;
para o FC: E1=14,90 - 1,13 + 0 + 13,78. De posse do valor calculado, calcula-se o

mascaramento conforme a Equacéo 1.

Os valores calculados e mascaramento dos métodos FC e TEAC podem ser
observados na Tabela 18.

Tabela 17. Capacidade antioxidante das variaveis do planejamento fatorial, tomados
isoladamente, avaliados para os métodos FC e TEAC.

Valores Valores FC das variaveis Valores TEAC das variaveis
codificados (mM EAG) (mM ET)
Aminoacidos Acucares CFs |Aminoacidos Acucares CFs
-1 1,13 ND* 6,41 2,80 ND 14,80
0 2,03 ND 13,78 6,20 ND 31,40
1 3,23 ND 20,76 10,61 ND 46,21

*ND- Nao determinado




Tabela 18. Efeito do mascaramento na atividade antioxidante do plano fatorial fracionario dos aminoacidos, agucares e padrbes de
CFs.

Ensaios _aminoacido acticar CFs Mascaramento (%)
TEAC (WM ET) FC (mM EAG) | TEAC (nM ET) FC (Mm EAG) |TEAC(mMET) FC(mM EAG)
El -1 -1 0 32.10 14.85 34.20 14.90 -6.33 -0.38
E2 1 -1 0 42.73 16.32 42.01 17.00 1.69 -4.07
E3 -1 1 0 37.46 15.15 34.20 14.90 9.11 1.66
E4 1 1 0 38.24 17.53 42.01 17.00 -9.39 3.03
E5 -1 0 -1 20.15 7.93 17.60 7.54 13.50 5.12
E6 1 0 -1 34.48 10.61 25.41 9.64 30.28 9.62
E7 -1 0 1 43.55 20.87 49.01 21.88 -11.81 -4.72
ES 1 0 1 47.70 23.74 56.82 23.98 -17.45 -1.04
E9 0 -1 -1 20.89 10.13 21.00 8.44 -0.52 18.18
E10 0 1 -1 31.47 10.13 37.60 8.44 -17.76 18.18
E11 0 -1 1 52.46 22.97 52.41 22.79 0.10 0.79
E12 0 1 1 53.40 23.40 52.41 22.79 1.87 2.65
E13 0 0 0 33.12 16.66 37.60 15.81 -12.67 5.24
E13.1 0 0 0 32.80 16.96 37.60 15.81 -13.64 7.00
13.2 0 0 0 35.41 17.59 37.60 15.81 -5.99 10.68
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De modo geral, observa-se que o valor do mascaramento para o método FC é
pequeno, uma vez que apenas dois pontos apresentaram mascaramento superior a
12%. Além disso, se considerarmos que o0 erro experimental permitido para este
método é de 12%, parte deste mascaramento pode ser atribuida a variabilidade
experimental, 0 que mostra que a possivel interacédo existente entre os aminoacidos,
acucares e padroes de CFs nédo tiveram grande influéncia na capacidade

antioxidante.

Para o método TEAC, o mascaramento ja foi um pouco mais expressivo e
apresentou mais valores negativos que o FC. No estudo anterior com plano de
mistura também foi verificado que o método TEAC apresentou valores mais

expressivos e negativos, indicando que a mistura diminui a atividade antioxidante.

Com base neste estudo é constatado que os aminoacidos e 0os compostos
fendlicos apresentam maiores influéncias na atividade antioxidante, enquanto que o
acucar ndo possui grande efeito nos métodos analiticos. Isso ja era esperado, visto
gue no primeiro estudo de linearidade a frutose havia apresentado uma baixa
atividade e a glicose ndo apresentou resposta, apesar de estarem com concentracao
na ordem de molar. E observado que a mistura de acucar (glicose e frutose) n&o
pode ser analisado isoladamente (Tabela 17).

O fato de o valor experimental com a mistura das trés variaveis estd bem
proximo do calculado que é a soma de cada uma das trés variaveis, comprova que o
aminoacido e o polifenol foram as variaveis que mais contribuiram para a

capacidade antioxidante.



45 ANALISE DAS ATIVIDADES ANTIOXIDANTES DE MISTURAS DE
AMINOACIDOS, ACUCARES E CHA VERDE

4.5.1 Capacidade antioxidante do plano fatorial fracionario com cha verde

Apébs o planejamento utilizando as variaveis acgucar, aminoécido e padrdes de
compostos fendlicos, realizou-se um novo planejamento experimental modificando
apenas a variavel polifenol que, em vez de se utilizar padrdes de compostos
fendlicos, utilizou-se os compostos fendlicos do cha verde (CF-cha verde), ou seja, a
infusdo das folhas desta planta rica nestes fotoquimicos. Além disso, os niveis de
concentracdo dessas variaveis € que estdo sendo modificados, e ndo a proporgcao
relativa de cada um dos tipos de aminoacidos ou acucares, como foi feito no estudo
anterior (plano de mistura). Os resultados desta analise estdo apresentados na
Tabela 19.

Tabela 19. Valores de TEAC e FC para a andlise do plano fatorial fracionario de

aminoacidos, acucares e adicionados de cha verde.

Ensaios  Aminoacido Aglcar CFs TEAC(MMET) FC (mM EAG)

El -1* -1 0 13,67 7,06
E2 1 -1 0 16,82 10,12
E3 -1 1 0 13,83 6,43
E4 1 1 0 16,68 9,74
ES -1 0 -1 8,65 4,65
E6 1 0 -1 13,42 7,20
E7 -1 0 1 24,44 11,0
E8 1 0 1 29,38 14,4
E9 0 -1 -1 10,65 5,31
E10 0 1 -1 12,5 5,46
Ell 0 -1 1 25,41 11,0
E12 0 1 1 25,55 11,4
E13 0 0 0 14,13 9,27
E13.1 0 0 0 14,32 8,82
E13.2 0 0 0 13,66 9,24

As Tabelas 20 e 21 apresentam as ANOVAs e os coeficientes de regresséo
do plano fatorial fracionario, respectivamente, sobre as respostas TEAC e FC.
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Tabela 20. ANOVA para os valores de TEAC e FC do plano fatorial fracionario dos

aminoacidos, acucares e adicionados de cha verde.

SQ GL MQ F p
TEAC R “=0,992
(1) Aminoacido (L) 30,85 1 30,85 269 0.004
Aminoacido (Q) 2,54 1 2,54 22,1 0.042
(2) Acucar (L) 0,51 1 0,51 4,5 0.169
Acucar (Q) 0,55 1 0,55 4.8 0.161
(3) CF-Cha verde( L) 443,47 1 443,4 3866,4 0.000
CF-Cha verde (Q) 62,27 1 62,27 5429 0.002
1L x 2L 0,02 1 0,02 0,2 0.710
1Lx3L 0,01 1 0,01 0,1 0.829
2L x 3L 0,73 1 0,73 6,4 0.127
Lack of fit 4,17 3 1,39 12,1 0.077
Error 0,23 2 0,11
Total SS 543,2 14
FC R =0,991
(1) Aminoacido (L) 19,03 1 19,03 306,41 0.003
Aminoacido (Q) 0,05 1 0,05 0,86 0.453
(2) Acucar (L) 0,02 1 0,02 0,32 0.626
Aclcar (Q) 2,94 1 2,94 47.4 0.020
(3) CF-Cha verde (L) 79,65 1 79,65 1282,85 0.001
CF-Cha verde (Q) 0,03 1 0,03 0,44 0.573
1L x 2L 0,02 1 0,02 0,25 0.664
1Lx3L 0,19 1 0,19 3,05 0.223
2L x 3L 0,02 1 0,02 0,37 0.607
Lack of fit 0,78 3 0,26 4,21 0.198
Error 0,12 2 0,06
Total SS 102,99 14

L- linear; Q-quadrético.
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Tabela 21. Efeitos e coeficientes de regressao para os valores de TEAC e FC do

plano fatorial fracionario dos aminoacidos, cha verde e aglcares.

Efeito Errc3 t p coeficiente
padréo

TEAC

Mean/Interc. 17,58 0,1 179,86 0.000 17,58
(1) Aminoacido (L) 393 0,24 16,4 0.004 1,96
Aminoécido (Q) -0,83 0,18 -4,7 0.042 -0,41
(2) Acucar (L) 0,51 0,24 2,11 0.169 0,25
Acucar (Q) -0,38 0,18 -2,18 0.161 -0,19
(3) CF-Cha verde (L) 14,89 0,24 62,18 0.000 7,45
CF-Cha verde (Q) -4,11 0,18 -23,3 0.002 -2,05
1L x 2L -0,15 0,34 -0,43 0.710 -0,07
1Lx3L 0,08 0,34 0,25 0.829 0,04
2L x 3L -0,86 0,34 -2,53 0.127 -0,43
FC

Mean/Interc. 8,65 0,07 120,27 0.000 8,65
(1) Aminoéacido (L) 3,08 0,18 17,5 0.003 1,54
Aminoécido (Q) -0,12 0,13 -0,93 0.453 -0,06
(2) Acucar (L) -0,1 0,18 -0,57 0.626 -0,05
Acucar (Q) 0,89 0,13 6,88 0.020 0,45
(3) CF-Cha verde (L) 6,31 0,18 35,82 0.001 3,16
CF-Cha verde (Q) -0,09 0,13 -0,67 0.573 -0,04
1L x 2L 0,13 0,25 0,5 0.664 0,06
1Lx3L 0,44 0,25 1,75 0.223 0,22
2L x 3L 0,15 0,25 0,6 0.607 0,08

L- linear; Q-quadratico.

Em ambos os métodos sdo observados a nao significancia do lack of fit, ou
seja, 0 modelo proposto é apropriado para descrever a variabilidade das respostas.
Isso é reforgcado pelos elevados coeficientes de determinagéo (R>>0,99) e pela

analise dos residuos (resultados ndo mostrados).

Em relacdo aos coeficientes de regressao, é observado que no método TEAC
apenas o CF-Cha verde e o aminoacido apresentam efeito estatisticamente
significativo, sendo que estas variaveis apresentaram ambos efeito linear positivo e
quadratico negativo. No entanto, o efeito quadratico tem menor impacto sobre a
atividade antioxidante se comparado com o efeito linear. O efeito linear do CF-Cha
verde contribui para um aumento de 14,89 mM ET na capacidade antioxidante
enquanto que o efeito quadratico desta mesma variavel apresenta um ponto no qual
ha uma diminuicdo da capacidade antioxidante com o aumento da concentracao de

CFs do Cha verde em -4,11 mM ET, ap0s este ponto a capacidade antioxidante
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aumenta linearmente. Para o aminoéacido, o efeito linear mostra que o aumento na
concentracdo do amino4cido aumenta a capacidade antioxidante em 3,93 mM ET e
o efeito quadratico mostra que ha um ponto onde ha uma pequena diminuicdo da
capacidade antioxidante em -0,83 mM ET, apdés este ponto a capacidade

antioxidante aumenta linearmente com a concentracado dos aminoacidos.

No método de FC, o aminoacido e os CFs do Cha verde apresentaram efeito
significativo apenas para o modelo linear, no entanto, para o agcUcar este método

apresentou um leve efeito significativo para o modelo quadratico.

As Figuras 17 e 18 mostram o grafico de pareto das variaveis sobre a
atividade antioxidante TEAC e FC, reforcando a menor influéncia do efeito

quadratico em relacao ao efeito linear.

(3)CF-Cha verde(L) ///// //// 62.180)
CF-Cha verde(Q) // // -23.3009
(1)Aminoécido(L) //// 16.40147
Aminoacido(Q) I -4.70293
2L x3L -é.52875
Acucar(Q) -2:.18112
(2)Acucar(L) 2,5109994
1L x2L —.425?8533
1L x3L .24%39067
p:f05

Estimativa do efeito padronizado (Valor absoluto)

Figura 17. Grafico de pareto para os coeficientes de regressao do plano fatorial

fracionério dos aminoécidos, acucares e CF-Chéa verde sobre a resposta TEAC.



(3) CF-cha verde (L)

(1)Aminoacido(L)

Acucar(Q)

1L x3L

Aminoacido(Q)

CF- cha verde (Q)

2L x3L

(2)Acucar(L)

1L x2L

// . //
i /522 i i

%7 /117550467

i
7 £

/ﬁé 6.884607

7 1.71'}6646

-925119

-.666946

6046081

-57003

1.5038401

35.816

p=.05

Estimativa do efeito padrononizado (valor absoluto)
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Figura 18. Gréfico de pareto para os coeficientes de regressdo do plano fatorial

fracionério dos aminoécidos, acucares e CF-Ché verde sobre a resposta FC.

Estas figuras ilustram que de fato o CF-Cha verde e o aminoéacido

apresentaram maior efeito, principalmente o efeito linear.

Sharma; Kumar; Rao (2008) analisando a influéncia da adicdo de leite,

principalmente proteina caseina, e acucar na atividade antioxidante de cha preto,

observou que este cha adicionado de agucar apresentou menor reducédo na medida
de FC, enquanto que o leite apresentou maior reducédo. Haslam (1989) explica que

essa reducdo da atividade do cha quando adicionado de leite pode ser devido a

interacdes das folhas do chad com as proteinas, o que pode levar ao mascaramento

da atividade antioxidante (HASLAM, 1989 apud SHARMA; KUMAR; RAO 2008).

45.2 Efeito do mascaramento

O calculo para o mascaramento procedeu da mesma forma que no item 4.4.2.

O valor de FC e TEAC de cada componente isolado pode ser observado na Tabela

22, para os niveis -1, 0 e 1.



Tabela 22. Capacidade antioxidante das varidveis do planejamento fatorial, tomados
isoladamente, avaliados para os métodos FC e TEAC.

Valores Valores FC das variaveis Valores TEAC das variaveis
codificados (mM EAG) (mM ET)
CF-cha CF-cha
ridos AcgUcares verde |Aminoacidos Agucares verde
-1 1.20 ND* 2.93 2.30 ND 6.71
0 2.42 ND 6.16 5.96 ND 10.40
1 4.08 ND 8.32 9.76 ND 21.55

*ND- Nao determinado

Os valores calculados de mascaramento a partir da equagdo 1 estao
apresentados na Tabela 23.



Tabela 23. Efeito do mascaramento na atividade antioxidante do plano fatorial fracionario dos aminoacidos, acucares e CF-Cha.

Ensaios

El
E2
E3
E4
ES
E6
E7
E8
E9
E10
Ell
E12
E13
E13.1
E13.2

Aminoacido

OCOoOO0ORrRRFRPFPRPPFPLPOOOO

Valor experimental

Valor calculado (mM)

Mascaramento (%)

TEAC
(mM ET)

13.67
16.82
13.83
16.68

8.65
13.42
24.44
29.38
10.65
12.50
25.41
25.55
14.13
14.32
13.66

FC

(MM EAG)

7.06
10.12
6.43
9.74
4.65
7.20
11.00
14.41
5.31
5.46
11.00
11.45
9.27
8.82
9.24

TEAC FC

(MMET) (mM EAG)
12.70 7.36
20.16 10.24
12.70 7.36
20.16 10.24
9.01 4.13
16.47 7.01
23.85 9.52
31.31 12.40
12.67 5.35
12.67 8.44
27.51 10.74
27.51 10.74
16.36 8.58
16.36 8.58
16.36 8.58

TEAC
(mM ET)

7.38
-18.09
8.53
-18.87
-4.12
-20.40
2.45
-6.35
-17.32
-1.31
-7.94
-7.39
-14.66
-13.28
-17.96

FC
(MM EAG)

-4.23
-1.15
-13.52
-4.94
11.93
2.71
14.41
15.05
-0.88
-42.93
2.34
6.37
7.63
2.73
7.36
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Os valores do mascaramento para os dois métodos sdo mais
expressivos que nos estudos anteriores. O maior mascaramento para o estudo
com cha verde deve-se ao fato de esta variavel ser uma matriz alimentar, logo
com maior complexidade, pois apresenta em sua CcOmpoSicao, Varios
componentes que também podem contribuir para a interferéncia nesses

métodos analiticos.
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5 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou a interferéncia de alguns constituintes dos
alimentos (aclUcar, aminoacidos) na capacidade antioxidante e os efeitos
resultantes de interacdes entre estes e padrbes de compostos fendlicos ou cha
verde na capacidade antioxidante, através dos métodos TEAC e FC. Entre as

principais conclusodes, tem-se:

A andlise dos nutrientes isolados mostrou que apenas a frutose, triptofano e
tirosina apresentaram atividade antioxidante TEAC e FC, sendo esta atividade

maior para os aminoécidos e evoluindo de forma linear com a concentracao;

Na analise dos aminoacidos por plano de mistura, os aminoacidos triptofano e
tirosina apresentaram efeito significativo sobre a atividade antioxidante FC e
TEAC;

Para os aminoacidos por plano de mistura, em presenca de padrdes de
compostos fendlicos, apenas triptofano e tirosina foram significativos no
método TEAC e no método de FC todos os aminoécidos foram significativos
sendo que os aminoécidos fenilalanina e metionina apresentaram efeito bem

pequeno sobre a capacidade antioxidante;

No mascaramento, os métodos FC e TEAC apresentaram, em sua maioria,
valores de mascaramento positivos e negativos, respectivamente. O

mascaramento para método de FC foi menor se comparado ao TEAC;

O baixo mascaramento e a nao significancia de interacdes entre o0s
aminodcidos, indicou a possibilidade de se descontar o valor da interferéncia

destes aminoacidos na resposta dos dois métodos analiticos;

Na presenca simultanea de aminoacido, agucar e padrdes de CFs, as variaveis
aminoacido e padrbes de CFs foram altamente significativas e expressivas com
efeito linear sobre a capacidade antioxidante para ambos os métodos e o

acucar tendo um pequeno efeito quadratico;
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* Em mistura de aminoacido, acucar e Cha verde o método TEAC varia
significativamente em funcdo da concentragdo do aminoacido e dos compostos

fendlicos do cha verde;

* O estudo do mascaramento tanto do planejamento fatorial quanto do plano de
mistura mostra que o método FC possui menos interferéncia na atividade

antioxidante, para o método TEAC este efeito de interferéncia € bem maior.
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