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RESUMO

PAULINO, Flavia Fernandes. Avaliacdo de Componentes Volateis e Atividade
Antioxidante de Eruca sativa Mill.,, Brassica rapa L. e Raphanus sativus L. apos
Processamento. Rio de Janeiro, 2008. Dissertagdo (Mestado em Ciéncias Farmacéuticas) —

Faculdade de Farmacia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2008.

Os glicosinolatos sdao metabolitos secundérios encontrados em vegetais da familia
Brassicaceae, conhecidos pelas propriedades antioxidantes, antitumorais e sensoriais de seus
produtos de hidrélise, em sua maioria, isotiocianatos e nitrilas. Para exercerem tais fungdes, o
tecido vegetal precisa ser rompido para que os glicosinolatos € a enzima mirosinase, antes
compartimentalizados separadamente, entrem em contato e procedam a reagao de hidrdlise.

Sabe-se que fatores intrinsecos, extrinsecos e processamento para 0 consumo,
interferem de forma importante nas concentragdes dos glicosinolatos. Assim sendo, este
trabalho objetivou investigar o comportamento dos derivados de glicosinolatos, tais como
isotiocianatos, nitrilas ¢ demais componentes sulfurados, nas folhas de Eruca sativa Mill.
(racula), e raizes de Brassica rapa L. (nabo) e Raphanus sativus L. (rabanete).

Os vegetais foram obtidos em trés estabelecimentos comerciais do municipio do Rio
de Janeiro, nos periodos de janeiro a marco (verdo) e junho a agosto (inverno), e submetidos,
separadamente, antes e apOs os processamentos de retirada da casca das raizes do nabo e
rabanete e refrigeragdo das folhas de rucula, a extracdo de fragdo volatil por hidrodestilacdo e
posterior analise por CG e CG/EM. Para cada uma das amostras foi realizada avaliagdo da
atividade antioxidante, in vitro, pelo método de seqiiestro de radicais livres (DPPH) e teor de

fendis totais pelo método de Folin-Ciocalteu.



A andlise cromatografica mostrou que houve prevaléncia do isotiocianato de
ciclopentila para o nabo da Feira-livre, enquanto para as amostras do Supermercado e do
hortifruti, o isotiocianato de 2-feniletila e a 2-metil-5-hexenonitrila foram, respectivamente, os
mais abundantes. Na rucula, o isotiocianato de 4-(metiltio)-butila foi o componente
majoritario em todas as amostras analisadas, também detectado em concentragdes
consideraveis no rabanete. No rabanete, o isotiocianato de 4-(metiltio)-3-butenila, também foi
detectado em concentragdes apreciaveis. Outros isotiocianatos e nitrilas também foram
detectados, em concentragdes menores, assim como hidrocarbonetos, acidos graxos e seus
ésteres, alcoois, cetonas e terpenos.

Os resultados dos testes de atividade antioxidante mostraram que o rabanete foi o
vegetal que apresentou maior potencial antioxidante, seguido da rucula e do nabo.

A analise cromatografica e a avaliagdo da atividade antioxidante permitiram verificar
que o processamento por resfriamento, a retirada da casca e a época do ano influenciam no
teor de metabolitos produzidos pelo vegetal, especificamente de derivados volateis de

glicosinolatos da familia Brassicaceae.

Palavras-chave: Brassica rapa L., Eruca sativa Mill., Raphanus sativus L., glicosinolatos,

atividade antioxidante.



ABSTRACT

PAULINO, Flavia Fernandes. Avaliacdo de Componentes Volateis e Atividade
Antioxidante de Eruca sativa Mill.,, Brassica rapa L. e Raphanus sativus L. apos
Processamento. Rio de Janeiro, 2008. Dissertacdo (Mestado em Ciéncias Farmacéuticas) —

Faculdade de Farmacia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2008.

Glucosinolates are secondary metabolites found in plants of the family Brassicaceae,
known by antioxidant properties, anticarcinogenic and sensory of their hydrolysis products,
most of them, nitriles and isothiocyanates. To play such functions, plant tissue must be
disrupted so that glucosinolates and enzyme myrosinase, previously compartimentalizated
separately, come into contact and hydrolysis reaction can be carried out.

It is known that intrinsic and extrinsic factors, and the processes for consumption,
interfere significantly in glucosinolates concentrations. Thus, this study aimed to investigate
the behavior of glucosinolates derivatives, such as isothiocyanates, nitriles or other sulfur
compounds, in the Eruca sativa Mill. (rocket) leaves, and in Brassica rapa L. (turnip) and
Raphanus sativus L. (radish) roots.

Raw materials were acquired in three commercial markets in the municipality of Rio
de Janeiro, from January to March (summer) and from June to August (winter), and submitted
separately, before and after the process of withdrawal of the bark of turnip and radish roots
and cooling of rocket leaves, to extraction fraction of volatile by hydrodistillation and
subsequent analysis by GC and GC / MS. For each sample the assessment of antioxidant
activity “in vitro”, by scavenging of free radicals (DPPH), and total phenol content by Folin-

Ciocalteu methods were carried out.



Chromatographic analysis showed a prevalence of cyclopentyl isothiocyanate in
turnip’s Free-fair, while for Supermarket and Hortifruti samples, 2-phenylethyl isothiocyanate
and 2-methyl-5-hexenonitrile were, respectively, the most abundant. In rocket, 4-
(methylthio)-butyl isothiocyanate was the major component in all samples analyzed, also
detected at high concentrations in the radish. In radish, 4 - (methylthio)-3-butenyl
isothiocyanate, was also detected in appreciable concentrations. Other isothiocyanates and
nitriles were also found at lower concentrations, as well as fatty acids and esters, alcohols,
ketones and terpenes.

The results of antioxidant activity analysis have shown that radish was the vegetable
that presented the highest antioxidant potential, followed by rocket and turnip.

Chromatographic analysis and the evaluation of the antioxidant activity allowed the
verification that cooling, cutting with the withdrawal of the rind and the time of the year
influence in the metabolites content produced by the vegetable, specifically in the volatile

derivatives of glucosinolates in the case of the Brassicaceae family.

Keywords: Brassica rapa L., Eruca sativa Mill.,, Raphanus sativus L., glucosinolates,

antioxidant activity.



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

AICR — American Institute of Cancer Research

ADN — 4cido desoxirribonucléico

°C — graus Celsius

CE,s — concentragdo de extrato necessaria para exercer 25% de um efeito maximo estimado
em 100%

CG-DIC — cromatografia em fase gasosa com detector de ionizagdo por chama
CG/EM - cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas
C.I.LM. — concentragao inibitoria minima

Conc. (%) — concentracao percentual

DPPH - 2,2-difenil-1-picril-hidrazila

D. P. — desvio-padrao

ERO — espécies reativas do oxigénio

ESP — proteina epitioespecifica

E.U.A. — Estados Unidos da América

FOSHU - Foods for Specified Health Use

g - grama

IR — Indice de retencdo

LDL — lipoproteina de baixa densidade

pg/ml — micrograma por mililitro

umol/g — micromol por grama

ml — mililitro

min. - minutos



MS — Ministério da Saiude

NCFI — nabo com casca adquirido na Feira-livre no més de junho
NCFV - nabo com casca adquirido na Feira-livre no més de dezembro
NCHYV - nabo com casca adquirido no Hortifruti no més de fevereiro
NCSI - nabo com casca adquirido no Supermercado no més de julho
NCSV - nabo com casca adquirido no Supermercado no més de janeiro
NSFI - nabo sem casca adquirido na Feira-livre no més de junho

NSFV - nabo sem casca adquirido na Feira-livre no més de dezembro
NSHYV - nabo sem casca adquirido no Hortifruti no més de fevereiro
NSSI - nabo sem casca adquirido no Supermercado no més de julho
NSSV - nabo sem casca adquirido no Supermercado no més de janeiro
nm - nanometro

pH — potencial hidrogénio i6nico

R? — coeficiente de correlagdo

RCHI — rabanete com casca adquirido no Hortifruti no més de julho
RCHYV - rabanete com casca adquirido no Hortifruti no més de fevereiro
RFHI — rucula ndo refrigerada adquirida no Hortifruti no més de julho
RFHYV - rtcula ndo refrigerada adquirida no Hortifruti no més de margo
RFSI - ricula ndo refrigerada adquirida no Supermercado no més de julho
RFSV —rtcula ndo refrigerada adquirida no Supermercado no més de margo
RRHI - rtcula refrigerada adquirida no Hortifruti no més de julho
RRHYV - rticula refrigerada adquirida no Hortifruti no més de margo
RRSI - ricula refrigerada adquirida no Supermercado no més de julho
RRSYV - rtcula refrigerada adquirida no Supermercado no més de marco

RSHI - rabanete sem casca adquirido no Hortifruti no més de julho



RSHYV - rabanete sem casca adquirido no Hortifruti no més de fevereiro
SPME — Solid Phase Microextraction (Microextracao em Fase Sélida)
TR — tempo de retencao

u.m.a. — unidade de massa atomica
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1 INTRODUCAO

Embora remonte as origens da civilizacdo, a relacdo entre alimentagdo e saude nunca
foi tdo estreita quanto nos dias de hoje, em vista do risco iminente do desenvolvimento de
doencas cronico-degenerativas, como cancer, diabetes, doencas cardiovasculares e outras
(Carvalho et al., 2006). A busca e a descoberta de componentes bioativos em alimentos ¢ uma
tendéncia mundial, caracterizando funcionalidade e sugerindo a possibilidade de melhora na
saude publica através da dieta. O interesse na composi¢cdo de alimentos tem aumentado para
além dos nutrientes, indo de encontro a substancias capazes de prevenir ou auxiliar no
tratamento de doencas cronicas. Em particular, tem havido uma explosdo do interesse dos
consumidores no papel de alimentos especificos ou componentes alimentares fisiologicamente
ativos - os alimentos funcionais (Hasler, 1998). E o caso do extrato de alho, da semente da
linhaca, dos cereais, da soja e vegetais da familia Brassicaceae - classificados como alimentos

funcionais ou nutracéuticos.

O termo - alimento funcional - surgiu no Japao na década de 80, fruto de um programa
do governo que tinha como objetivo desenvolver alimentos saudaveis (Anjo, 2004; Costa e
Rosa, 2006). No Brasil, de acordo com a Portaria n® 398 de 30/04/99 da Secretaria de
Vigilancia Sanitdria do Ministério da Saude, alimento funcional ¢ “aquele que, além das
fungdes nutricionais basicas, quando consumido como parte da dieta usual, produz efeitos
metabolicos e/ou fisiologicos e/ou efeitos benéficos a satide, devendo ser seguro para
consumo sem supervisao médica".

A familia Brassicaceae ¢ rica em verduras e hortalicas e tem sido alvo de varias
pesquisas devido as propriedades farmacoldgicas de seus principais metabdlitos — os
glicosinolatos. Estes metabdlitos, assim como seus produtos de hidrolise, os isotiocianatos e

nitrilas, sdo potentes agentes antioxidantes e anticarcinogénicos.



Dentro desse contexto, estdo inseridas as espécies Brassica rapa L. (nabo), Eruca
sativa Mill. (racula) e Raphanus sativus L. (rabanete), amplamente utilizadas na alimentacao
e objetos de estudo neste trabalho, com o intuito de auxiliar com informacdes que possam
contribuir para o melhor aproveitamento das propriedades medicinais preventivas de seus

metabolitos.

1.1 A familia Brassicaceae

A familia Brassicaceae, de distribuicdo cosmopolita e considerada uma das principais
familias do ponto de vista econdmico, inclui cerca de 400 géneros e 4.000 espécies. No

Brasil ocorrem sete géneros e aproximadamente 50 espécies (Souza e Lorenzi, 2005).

Através de melhoramento genético sdo encontradas diversas variedades horticulturais, com
destaque para B. oleracea var. acephala (couve-manteiga), B. oleracea var. capitata
(repolho), B. oleracea var. gemmifera (couve-de-bruxelas), B. oleracea var. borytis
(couve-flor) e B. oleracea var. italica (brocolis). Outras espécies de destaque sdo as
mostardas (Brassica nigra e Sinapis spp.), o rabanete (Raphanus sativus), a raiz-forte
(Armoracia rusticana), o agrido (Rorippa nasturtium-aquaticum) e a racula (Eruca sativa).
Algumas espécies sdo cultivadas como ornamentais, destacando-se o repolho-ornamental
(B. oleracea var. acephala), o alisso (Lobularia maritima) e o mussambé (Cleome
hassleriana). Muitas Brassicaceae sdo invasoras de cultura, incluindo-se aqui as
mostardas-do-campo (Brassica rapa, Rapistrum rugosum e Sinapis arvense), a bolsa-de-
pastor (Capsella bursa-pastoris), o agrido-bravo (Cardamine bonariensis), o mastrugo
(Coronopus didymus), o menstruz (Lepidium spp.) e a nabig¢a (Raphanus raphanistrum)

(Souza e Lorenzi, 2005).



No Brasil, desconsiderando-se as espécies ruderais, a familia Brassicaceae ¢ mais
comum no Nordeste ¢ no Pantanal, com destaque para o tapia (Crateva tapia) € o igo

(Capparis ico) (Souza e Lorenzi, 2005).

Géneros nativos:

Capparis, Cleome, Coronopus, Crateva, Dactylaena, Lepidium, Morisoni.

Géneros introduzidos:

Alyssum, Aurinia, Brassica, Camelina, Capsella, Cardamine, Cheiranthus, Eruca, Iberis,
Lobularia, Lunaria, Matthiolla, Raphanus, Rapistrus, Rorippa (=Nasturtium), Sinapis,

Sisymbrium, Thlaspi.

1.2 Glicosinolatos

Os glicosinolatos, um dos maiores grupos de metabolitos especiais contendo enxofre,
estdo particularmente presentes em vegetais comestiveis. Até o ano de 2004,
aproximadamente 120 glicosinolatos foram identificados a partir de espécies de Brassicaceae
e outras familias (Falk ef al., 2004). A estrutura quimica dos glicosinolatos consiste de ésteres
de (Z)-N-hidroximinosulfato que possuem um atomo de enxofre ligado a uma parte B-D-
glicopiranose e uma cadeia lateral derivada de um &cido aminado (Fig 1). A estrutura da
cadeia lateral R ¢ altamente varidvel e pode conter substituintes alifaticos (grupos alquila,
alquenila, hidroxialquenila, w-metiltioalquila, w-sulfinila e w-sulfinilalquila), aromaticos
(benzila, benzila substituida) ou heterociclica (gupos indélicos), conforme o 4cido aminado
precursor, ou seja, a metionina ou o triptofano, ou um acido aminado aromaético (tirosina ou

fenilalanina) (Figura 1) (Holst e Williamson, 2004; Padilla et al., 2007). A presenca do grupo



sulfato na molécula confere propriedades fortemente acidas aos glicosinolatos. Deste modo,
os glicosinolatos ndo sdo volateis e ocorrem como sais (Holst e Williamson, 2004).

A maioria dos glicosinolatos possui cadeia lateral linear ou ramificada. Muitas destas
substancias podem conter, também, ligagdes duplas (olefinicas), grupos hidroxila ou carbonila
ou ligagdes de enxofre em vdrios estados de oxidagdo, sendo este ultimo o maior grupo,
compreendendo um terco do total dos glicosinolatos conhecidos, como, por exemplo,
metiltioalquilas, metilsulfinil alquilas ou metilsulfonil alquilas. Alguns glicosinolatos
contendo o grupamento benzila apresentam ligagao glicosidica com o anel aromatico, em que

a molécula de actcar pode ser a glicose, a ramnose ou a arabinose (Fahey et al., 2001).
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Figura 1. Estrutura basica de um glicosinolato (1) e seus tipos estruturais conforme o 4acido aminado de origem

(o grupo R representa a cadeia lateral).



Os glicosinolatos exercem diversas fungdes na planta, como defesa contra patdégenos,
metabolismo do enxofre e nitrogénio e regulacdo do crescimento. Também assumem um
papel importante na defesa da planta contra os efeitos do estresse gerado por condigdes
climaticas extremas de temperatura e pressao (Blazevic e Mastelic, 2008). Liang et al. (2006),
observaram que os glicosinolatos  inddlicos,  4-hidroxiglicobrassicina e = 4-
metoxiglicobrassicina, presentes em B. rapa, tém suas concentragdes aumentadas apos lesdao
tecidual, mostrando fungdo de defesa no vegetal frente a agressoes.

O broécolis (Brassica oleracea), consumido amplamente em vdrias partes do mundo,
contém os glicosinolatos alifaticos glicorafanina e glicoiberina em altas concentragdes (Song
e Thornalley, 2007).

Em um estudo realizado recentemente por Van Eylen ef al. (2008) foram identificados,
ainda para esta espécie, os glicosinolatos  glicobrassicina, 4-metoxiglicobrassicina e

neoglicobrassicina (Figura 2).
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Figura 2. Glicosinolatos encontrados no brocolis.



1.2.1 Historico

As primeiras observacdes acerca das propriedades dos glicosinolatos e dos
isotiocianatos, foram descritas no inicio do século XVII como resultado de esforcos
empreendidos para compreender a origem quimica do sabor picante das sementes de mostarda
(Fahey et al., 2001).

Os glicosinolatos, conhecidos por nomes triviais como sinigrina (glicosinolato de 2-
propenila ou de alila) e sinalbina (glicosinolato de 4-hidroxibenzila) (Figura 3) foram isolados
pela primeira vez no século XIX, a partir das sementes das mostardas preta (Brassica nigra) e
branca (Sinapis alba), respectivamente. Gadamer, em 1897, propds pela primeira vez a
estrutura geral para estas substancias, onde a cadeia lateral encontrava-se ligada ao atomo
nitrogénio ao invés do carbono no grupo isotiocianato (NCS). Apesar de algumas
dificuldades, a estrutura basica foi corrigida em 1956, quando Ettlinger e Lundeen apontaram
as inadequacdes da estrutura de Gadamer para explicar algumas propriedades destas
substancias. Os autores propuseram a estrutura atual e descreveram a sintese quimica dos
glicosinolatos. O problema estrutural restante da isomeria geométrica da ligacdo C=N foi
estabelecida como Z (ou anti-) por analise cristalografica por raio-X da sinigrina (Fahey et al.,

2001).
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Figura 3: Glicosinolato de 2-propenila ou de alila (sinigrina) e glicosinolato de 4-hidroxibenzila (sinalbina).



1.2.2 Biossintese

De um modo geral, a sintese da estrutura basica dos glicosinolatos (Figura 4) inicia-se
com a conversao de um acido aminado em uma aldoxima, via oxidagdo e conjugacdo com
uma cisteina formando um tioidroximato de S-alquila. Apos a reagdo de hidrélise ¢ gerado o
acido tioidroximico, que ap0s glicosilacdo e posterior sulfatagdao, forma o glicosinolato (Nafisi
et al.,2000).

A primeira etapa da biossintese ocorre quando o acido aminado precursor € convertido
na aldoxima correspondente, catalisada pela isoenzima CYP79 (pertencente a familia P450),
que também catalisa a reacdo na via biossintética dos glicosideos cianogénicos (Nafisi et al.,
2006).

Verificou-se que a isoforma CYP79A2 converte a fenilalanina a sua aldoxima
correspondente, enquanto CYP79B2 e CYP79B3 catalisam a conversao do triptofano a indol-
3-acetaldoxima. Ja as isoformas CYP79F1 e CYP79F2 convertem os derivados da metionina
as aldoximas correspondentes. Contudo, as preferéncias dos derivados diferem no fato de que
CYP79F2 metaboliza, exclusivamente, os derivados de cadeia longa a partir da metionina
(penta e hexametionina), enquanto que a CYP79F1 gera derivados de cadeias curta e longa
(Nafisi et al., 2006). A oxidacdo da aldoxima ocorre por outra subfamilia da citocromo P450,
as isoformas CYP83A1 e CYP83B1 (Nafisi et al., 2006).

As pesquisas focalizam, principalmente, o estagio do alongamento da cadeia do 4cido
aminado, pois a extensdo da cadeia exerce uma influéncia significativa na fungdo de

resisténcia a insetos e na atividade anticancerigena dos glicosinolatos (Falk et al., 2007).
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1.2.3 Produtos da hidroélise dos glicosinolatos

Os glicosinolatos sao armazenados em vacuolos de células vegetais (Figura 5); com a
lesdao do tecido vegetal e a exposi¢ao da mirosinase ou tioglicosidase, enzima encontrada em
plantas que contém glicosinolatos, estes sdo hidrolisados formando isotiocianatos e outros

produtos (Holst e Williamson, 2004).
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Figura 5: Compartimentalizagdo de S-glicosidases e seu substrato, os glicosinolatos.

Tais derivados tém despertado um grande interesse pela sua importancia na
resisténcia de plantas contra herbivoros (pragas) e patdogenos, no sabor e aroma dos vegetais
cruciferos, como couve e brocolis e na qualidade do 6leo de sementes de colza além de outras
sementes utilizadas em racao animal (Falk et al., 2004). O contato do glicosinolato com a
enzima leva a hidrolise da ligacao tioglicosidica, liberando glicose e uma aglicona instavel, a
tioidroximato-O-sulfonato. Na etapa seguinte, ocorre um rearranjo espontaneo do tipo de
Lossen (Figura 6), gerando isotiocianatos, nitrilas, tiocianatos, epitionitrilas, oxazolidinas-2-
tionas e/ou substancias indolicas (Figura 7). A estrutura quimica do produto resultante

depende da cadeia lateral e das condi¢des reacionais (Holst ¢ Williamson, 2004).
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Figura 6: Rearranjo de Lossen para formacao de isotiocianatos.

Na faixa de pH 6 a 7, os principais produtos de hidrélise sdo isotiocianatos estaveis,
exceto para os glicosinolatos que possuem uma cadeia lateral f-hidroxilada ou uma parte
indolica; isotiocianatos f-inddlicos sdo instaveis e ciclizam espontaneamente a oxazolidina-2-
tionas (ex.: goitrina). O &lcool resultante, indol-3-carbinol, ¢ formado com condensagdes
subseqiientes a dimeros, trimeros e tetrdmeros. Na presenca de acido ascorbico, os tiocianatos
sdo os principais produtos formados em pH compreendido entre 4 e 7. Em algumas variedades
vegetais, a autdlise em material fresco produz nitrilas (Holst e Williamsom, 2004).

As nitrilas constituem os principais produtos da hidrolise em condigdes acidas. As
epitionitrilas sdo formadas na presenga da proteina epitioespecifica (ESP - uma proteina de
baixo peso molecular ausente em algumas espécies da familia Brassicaceae) e de ions Fe™, a
partir de glicosinolatos contendo cadeias laterais com ligagdes nao-saturadas terminais. Na
auséncia desta proteina, a presenca dos fons Fe™ promove a formacdo de nitrilas (Holst e
Williamson, 2004).

Muitos fatores endogenos modificam a hidrolise dos glicosinolatos por afetar a
atividade da mirosinase e a formag¢do dos produtos ou a atividade da ESP. Deste modo,
concentragdes baixas de 4cido ascorbico aumentam a atividade da mirosinase em algumas

espécies, porém, concentracdes elevadas sdo inibitorias (Holst e Williamsom, 2004).
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Figura 7: Hidrolise enzimatica de glicosinolatos e seus diferentes produtos (Holst ¢ Williamsom, 2004).



1.2.4 Identificacdo de derivados de glicosinolatos

Os componentes volateis de plantas sdo grupos heterogéneos de substincias organicas
que incluem, principalmente, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, aldeidos, cetonas,
além de outros metabolitos com pesos moleculares e grupos funcionais diferentes.

A familia Brassicaceae, de forma caracteristica, apresenta em sua composi¢ao de
volateis produtos de degradacdo de glicosinolatos, como isotiocianatos, cianetos organicos,
epitionitrilas, oxazolidinationas e tiocianatos. Estas substancias conferem as caracteristicas
sensoriais peculiares aos vegetais que os contém e que os tornam tao apreciados em todo o
mundo. Tais derivados ja foram detectados em diversas pesquisas em que se utilizaram, como
métodos de extracdo, a hidrodestilagdo (Mastelic et al., 2008) e a microextragdo em fase
solida (SPME) (Jirovetz et al., 2002).

A hidrodestilagcao ¢ um dos métodos mais freqiientemente empregados para a extragao
de isotiocianatos e outros derivados dos glicosinolatos (Mastelic et al., 2008).

Nos trabalhos de Hashimoto e Kameoka (1985), Mastelic et al. (2008) e Blazevic e
Mastelic (2008) foram extraidas substancias volateis de sementes e folhas de rucula, rabanete
e diversas outras espécies da familia Brassicaceae por hidrodestilagdo e identificadas por CG
e CG/EM.

Exemplos de derivados de glicosinolatos encontrados na couve-flor, nabo, mostarda e
rabanete, identificados por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas

(Wallbank e Wheatley, 1976) encontram-se representados na Figura 8, a seguir.
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Figura 8: Derivados de glicosinolatos detectados em couve-flor, nabo, mostarda e rabanete.

1.2.5 Influéncia do processamento no teor de glicosinolatos e produtos de hidrélise em

Brassicaceae

O contetido de glicosinolatos nos vegetais pode ser influenciado pela forma de
armazenamento. Em pesquisa realizada recentemente, foi avaliada a variabilidade no teor de
glicosinolatos do brocolis em fungdo da temperatura de armazenamento. Nao foram
verificadas perdas significativas no conteudo de glicosinolatos do vegetal integro armazenado
sob refrigeracdo por um periodo de sete dias. Os glicosinolatos indolicos mostraram-se mais
sensiveis a refrigeracdo do que os alifaticos e os aromaticos. A refrigeracdo a 4°C e o
congelamento foram descritos como as melhores condigdes de armazenamento para a
manutengdo dos teores de glicosinolatos no brocolis (Song e Thornalley, 2007). Os autores
verificaram que os vegetais finamente picados apresentaram redugdo dréstica do conteudo de
glicosinolatos, principalmente apds um periodo de aproximadamente uma hora.

Sabe-se que para a mirosinase hidrolisar os glicosinolatos € necessario a ruptura do
tecido vegetal, que pode se dar por mastigacdo ou corte. Entretanto, antes do consumo, os
vegetais sao comumente cozidos, podendo acarretar em inativacdo da enzima e,
conseqiientemente, no comprometimento da producdo dos derivados de hidrolise. O
cozimento sob vapor mostrou uma maior preservagdo do teor de glicosinolatos e um

decréscimo nos niveis de sulforafano no brocolis, devido a inativagdo da enzima mirosinase ¢



estabilizacao da glicorafanina durante a hidrolise. Se o cozimento a vapor ultrapassar o tempo
de 45 minutos, pode haver lixiviagdo, porém, em menor grau do que na fervura em agua
(Song e Thornalley, 2007).

Van Eylen et al. (2008) verificaram que a pressdo alta exerceu um efeito positivo
sobre o potencial benéfico do brocolis, uma vez que uma quantidade maior de glicosinolatos
foi hidrolisada a isotiocianatos. Durante a aut6lise, o principal produto do glicosinolato de
indol-3-il-metila, o ascorbigeno, foi formado. O ascorbigeno ¢ o produto da hidrdlise de
glicosinolatos inddlicos gerado na presenga do acido ascorbico em pH de 4 a 7 (Holst e
Williamson, 2004).

O processamento exerce influéncia no tipo de produto gerado, representando uma

grande relevancia no que tange a relagdo entre a natureza dos produtos da hidrolise dos

glicosinolatos e os beneficios proporcionados (Van Eylen ef al.,2008).

1.2.6 Aspectos quimiotaxonoémicos, distribuicio e evolucao de glicosinolatos

A natureza e a diversidade dos glicosinolatos dentro das 16 familias de dicotiledoneas
¢ totalmente diferente. Estudos quimicos e morfoldgicos sugerem que todos os taxa contém
glicosinolatos, com excecdo do género Drypetes, que pertence a familia Euphorbiaceae.
Todas as familias contém, pelo menos, um género com glicosinolatos do tipo benzila ou
hidroxibenzila derivados de fenilalanina e/ou tirosina. Estas familias, provavelmente, contém
também glicosinolatos de cadeia ramificada, derivados dos acidos aminados valina e leucina,
embora faltem dados para diversos faxa. Os glicosinolatos formados a partir do alongamento
da cadeia de fenilalanina sdo encontrados apenas em Resedaceae, Capparaceae ¢ Brassicaceae

e os biossintetizados a partir do alongamento da cadeia de metionina (que compreende



aproximadamente um terg¢o de todos os glicosinolatos conhecidos) sdo encontrados apenas em
Brassicaceae, embora um pequeno nimero possa ocorrer em Capparaceae (Mithen, 2001).

De fato, a capacidade de biossintese de glicosinolatos vem sendo usada como
marcador taxondmico para respaldar aspectos evolutivos baseados em esquemas de
classificagcdo. Os glicosinolatos com o substituinte R glicosilado parecem restritos as familias
Resedaceae e Moringaceae (Fahey et al., 2001).

Muitos aspectos da bioquimica dos glicosinolatos sugerem uma relagdo evolutiva com
glicosideos cianogénicos. Ambas as classes de metabdlitos secundarios derivam de 4cidos
aminados similares e apresentam oximas como intermediarios. Os glicosideos cianogénicos
ocorrem largamente em plantas com flores e em muitas plantas estéreis (sem flores),
sugerindo uma origem evoluciondria remota. Em contrapartida, os glicosinolatos t€ém uma
ocorréncia restrita em um numero relativamente pequeno de familias vegetais. Sugere-se que
os glicosinolatos possam ter surgido a partir de uma modificagdo da oxima formada como um
intermediario na biossintese dos glicosideos cianogénicos (Mithen, 2001). Em Brassicaceae
eles sdao os principais metabdlitos encontrados, sendo considerados marcadores

quimiotaxondmicos da familia.

1.2.7 Metabolismo dos glicosinolatos em mamiferos

A compreensdo da biodisponibilidade, transporte e metabolismo de glicosinolatos apds o
consumo de cruciferas ¢ um pré-requisito para o entendimento de seu mecanismo protetor
em humanos. “Biodisponibilidade” de um nutriente corresponde a fracdo do nutriente

ingerido usado para prover necessidades funcionais em tecidos-alvo (Moreno, 2006).

Nos ultimos anos, tem-se dispensado muita atencao aos beneficios potenciais dos

produtos de degradacdo dos glicosinolatos. Vegetais cruciferos crus geram isotiocianatos e



nitrilas, enquanto que os glicosinolatos nos vegetais cozidos, com a mirosinase
termicamente inativada, s3o degradados a isotiocianatos pela microbiota intestinal. Poucos
trabalhos tém sido desenvolvidos sobre as enzimas degradativas da microbiota intestinal,
porém, mais recentemente, muitos grupos identificaram espécies bacterianas associadas a
degradacao de glicosinolatos. A formacao de isotiocianato de alila, no trato digestivo de
ratos associados as espécies colOnicas humanas de Bacteroides thetaiotaomicron, tem
mostrado que uma mirosinase bacteriana esta envolvida. Trés espécies de Bifidobacterium
(B. pseudocatenulatum, B. adolescentis e B. longum) estdo envolvidas na degradacao

digestiva de glicosinolatos no trato intestinal humano (Bones e Rossiter, 2000).

Glicosinolatos degradados pela mirosinase vegetal no intestino delgado ou por
mirosinase bacteriana no colon tém seus metabolitos detectaveis na urina humana de duas a
trés horas apds o consumo de cruciferas. A biodisponibilidade de brocolis fresco ¢
aproximadamente trés vezes maior do que a do brocolis cozido, onde a mirosinase ¢ inativada,
demonstrando que o cozimento pode reduzir, consideravelmente, os beneficios a saude que os
vegetais proporcionam (Moreno, 2006).

As propriedades antinutricionais da degradacdo de glicosinolatos sdo bem
documentadas para goitrina e o tiocianato, como agentes goitrogénicos. A goitrina €
derivada de uma ciclizagdo intramolecular do isotiocianato de 3-buteno-2-ol e ¢ inibidora
da enzima tiredide peroxidase. A goitrina inibe a oxidagdo do iodeto a iodo interferindo na
biossintese das tiroxinas Tz e T4. Os anions tiocianato agem como inibidores competitivos
de iodeto, impedindo a absorg¢do pela tiredide. Além destes efeitos na tiredide, foi mostrado
que a goitrina pode induzir a formagao de constituintes nitrosos, com implicagdes na satde

humana, onde as concentragdes de nitrato na 4gua sdo elevadas (Bones e Rossiter, 2000).



1.2.8 Atividade bioldgica dos glicosinolatos e derivados

Para que se possa fornecer informagdo adequada ao consumidor, na escolha da sua
alimentagdo para melhor usufruir os beneficios dos alimentos funcionais, ¢ necessario
conhecer a variacdo no conteudo dos componentes bioativos dos vegetais. Tal variagdo pode
estar relacionada a regulacdo genética (¢ de conhecimento que fatores bidticos e abiodticos
influenciam na expressdo de metabolitos de plantas) ou de diferengas na manipulagdo pos-
colheita, processamento, armazenamento ou preparacao do alimento (Jeffery et al., 2003).
Viérios trabalhos tém mostrado a variabilidade de glicosinolatos em fun¢do de uma série de
parametros, conforme ja mencionado anteriormente, € a importancia dessas alteracdes nas
suas propriedades farmacologicas, particularmente no que se refere as propriedades

antioxidantes e anti-carcinogénicas (Song e Thornalley 2007; del Aguila et al., 2006).

Os glicosinolatos e os metabolitos derivados de sua hidrolise exercem uma variedade
muito ampla de atividades biologicas em plantas, animais e seres humanos, desde a
participagdo no meio agricola, como defensivos contra patdogenos e herbivoros em plantas a
prevengdo do cancer em humanos (Sivakumar et al., 2007). Alguns destes componentes
possuem efeito quimiopreventivo relacionado a reducdo do risco de certos tipos de cancer em
humanos. Estudos in vivo e in vitro mostraram que os isotiocianatos afetam vérios estagios do
desenvolvimento de cancer. O sulforafano, um isotiocianato derivado da glicorafanina e
presente em altas concentracdes no brocolis, inibiu o cancer de mama em ratas (Padilla ef al.,
2007). Outros isotiocianatos derivados de outras espécies da familia Brassicaceae também
mostraram exercer fungdes biologicas comparaveis incluindo modulacdo de enzimas de

destoxificacao de fase I e fase II.

A maioria dos glicosinolatos ndo ¢, de forma direta, biologicamente ativa, mas seus

produtos de hidrdlise sdo potencialmente anticarcinogénicos. Os isotiocianatos inibem a



geragdao de superoxido oxidase (um precursor de espécies reativas de oxigénio) e suprime a
producao de 6xido nitrico (um precursor de espécies reativas de nitrogénio). O sulforafano,
por exemplo, ¢ reconhecido como um indutor potente da enzima de destoxificagdo quinona-
redutase em células de hepatoma e mostrou prevenir o cancer de mama em roedores. O indol-
3-carbinol, outro produto da hidrdlise do glicosinolato glicobrassicina, mostrou resultados
promissores contra o cancer de mama em pesquisa realizada no Instituto Nacional do Cancer

(EUA) (Talalay et al., 1995; Jeffery et al., 2003; Ippoushi et al., 2007).

A glicoerucina, o glicosinolato presente em maior concentragcdo nas sementes de ricula
(108 = 5 pumol/g em peso seco) e presente em outras espécies de Brassicaceae, possui boa
atividade antioxidante direta e indireta e, juntamente com o seu metabolito erucina,
decompde, efetivamente, o peroxido de hidrogénio e hidroperdxidos de alquila, agindo, desta
forma, como agente antioxidante direto preventivo por seqiiestro de perdxido (Barillari et al.,

2005).

Conforme ja mostrado anteriormente, isotiocianatos sao caracterizados pela presenca do
grupo isotiocianato (—N=C=S), cujo carbono central ¢ altamente eletrofilico. Sabe-se que as
atividades protetoras dos isotiocianatos, bem como seus possiveis efeitos toxicos, podem ser
mediados, primeiramente, pela reacdo deste carbono com alvos celulares nucleofilicos. As
cadeias laterais dos isotiocianatos podem exercer papéis secundarios, como afetar a
eletrofilicidade do grupo isotiocianato, promovendo o impedimento estérico ao atomo de
carbono central e controlando a lipofilicidade da molécula. A dessulfuragao oxidativa dos
isotiocianatos para isocianatos (—N=C=0) pode ser conduzida pelas enzimas do citocromo
P450. Os isocianatos também sao eletrofilos reativos e podem desempenhar reagdes similares
com nucleoéfilos celulares. Entretanto, tanto as reagoes dos isotiocianatos como as dos
isocianatos com nucleofilos contendo enxofre (grupos —SH de moléculas celulares), podem

constituir a base quimica mais importante de suas agoes biologicas (Zhang et al., 2005).



Estudos epidemiologicos em humanos € em animais mostraram que a dieta rica em
vegetais cruciferos resulta em redugdo da incidéncia de diversos tipos de cancer,
especialmente de pulmao, colon, mama, ovario e prostata. Além disso, os isotiocianatos estao
associados a reducdo do risco de cancer de bexiga. Este tipo de cancer ¢ diagnosticado em
aproximadamente 336.000 pessoas a cada ano em todo o mundo, onde os homens sdo trés
vezes mais propensos a desenvolvé-lo do que as mulheres, de acordo com a European School
of Oncology (2008). Um estudo realizado pela Anderson Cancer Center, da Universidade do
Texas (E.U.A.) revelou que o aumento da ingestdo de vegetais cruciferos esta associado a

redugdo de 30% do risco de cancer de bexiga (Tang et al., 2008).

Mais de duzentos estudos epidemioldgicos foram realizados em todo o mundo para
investigar o papel das hortaligas no risco de desenvolvimento de cancer. Na maior parte destes
estudos, o consumo de uma variedade ampla de hortaligas foi um denominador comum nos
grupos considerados de baixo risco. Baseado nestes estudos, o American Institute of Cancer
Research (AICR) passou a recomendar o consumo de hortalicas e frutas variadas,
preferencialmente cruas, para reduzir de 60% a 70% o risco de desenvolver alguma forma de

cancer (AICR, 2006).

1.2.9 A¢io antioxidante

O estresse oxidativo ocorre quando a geracdo de ERO (espécies reativas de oxigénio) em
um sistema excede a capacidade deste sistema de neutraliza-los e elimina-los. O desequilibrio
pode resultar em uma deficiéncia da capacidade antioxidante causada pela perturba¢do na
producdo, distribui¢do ou pela superabundincia de ERO desencadeado por um agente
estressante ambiental ou comportamental. Se ndo for devidamente controlado, o excesso de

ERO pode levar a dano de lipideos, proteinas e DNA celulares, prejudicando suas fungdes



normais. O organismo se defende contra as ERO ativando diversos sistemas enzimaticos e
antioxidantes endogenos (Lotito e Frei, 2004). Estas espécies radicalares sdao moléculas
oxigenadas produzidas no organismo por diversos fatores tais como: consumo de cigarro,
exposicao a raios X, poluentes do ar, luz solar, estresse emocional e ainda como subprodutos
de nosso metabolismo (Craveiro e Craveiro, 2003).

O processo de formagdo de radicais livres no organismo ndo pode ser completamente
evitado, pois € ativado de forma freqiiente através das fun¢des normais do nosso metabolismo.
A atividade destrutiva dos radicais livres deve-se, principalmente, ao fato desses constituintes
possuirem um ou mais elétrons ndao emparelhados, tornando-os instaveis e,
conseqiientemente, muito reativos. A ag¢ao dos radicais livres no organismo € cumulativa e em
cadeia, ou seja, um radical livre atua sobre uma determinada molécula, roubando-lhe um
elétron; tal molécula se torna reativa, atacando outra e assim sucessivamente, formando uma
reacdo em cadeia que pode se repetir milhdes de vezes em um unico dia (Craveiro e Craveiro,
2003).

Os “alvos” preferidos de ataque destes radicais sdo células ou tecidos saudaveis do nosso
organismo. Diversas doengas ou respostas biologicas desfavoraveis estdo ligadas a presenca
de radicais livres ou a outras espécies oxigenadas reativas, dentre essas: cancer, problemas
cardiovasculares/aterosclerose, isquemia do miocérdio, catarata, esclerose multipla, desordens
neuroldgicas, artrite, envelhecimento e asma (Perry et al., 2000; Craveiro e Craveiro, 2003).

As células cancerosas, particularmente as metastasicas, requerem um certo nivel de
estresse oxidativo para manter um balango entre o desenvolvimento de sua prolifera¢do e a
apoptose. Elas geram uma quantidade elevada, porém toleravel, de H,O, que aparentemente
funcionam como moléculas sinalizadoras na via da proteina-cinase mitégena para ativar,
constantemente, os fatores de transcri¢do redox-sensitivos e genes responsivos, que estdo

envolvidos na sobrevivéncia das células cancerosas e na manutengdo de sua proliferagdo. Se o



excesso de H,O, for seqiiestrado, por exemplo, por substancias fenolicas e isotiocianatos,
exercendo uma acdo antioxidante, os genes responsivos do estresse oxidativo podem ser
suprimidos e, conseqiientemente, a proliferacdo das células cancerigenas inibida (Figura 9)

(Loo, 2003).
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Figura 9: Mecanismo da inibi¢do da proliferagdo de células cancerosas por substancias fenélicas e isotiocianatos.

Os agentes antioxidantes compreendem uma familia ampla e heterogénea, que assume
a funcdo de intervencao, seja ao parar, retardar ou prevenir a oxidagdo de um substrato. Em
um ambiente bioldgico, como um organismo vivo, o processo de auto-oxidacdo mais

relevante € a peroxidacao lipidica, que consiste em uma reagdo em cadeia:

Iniciacao: HOOH (ou ROOH) — HOe* (ou RO*
HOe* (ou RO*) + LH — HOH (ou ROH) + Le
Propagacio: Le+ 02 — LOO-

LOO++LH — LOOH + Le



Término: LOOe + LOO* — produtos moleculares

Neste esquema simples, LH representa uma molécula lipidica e Le ¢ o radical gerado
pela abstracdo de um atomo de hidrogénio (Barillari et al., 2005).

Os antioxidantes podem ser classificados, com base em seu mecanismo de
interferéncia no processo de oxidagdo, como antioxidantes preventivos ou por rompimentos
da cadeia. Os primeiros interferem, principalmente, na etapa da iniciacdo, retardando ou
parando a formacao de espécies radicalares. O a-tocoferol, ascorbato e flavonoides, chamados
antioxidantes por rompimento de cadeia, promovem o bloqueio ou o retardo da auto-oxidacao
por competi¢dio nas reagdes de propagacdo. E o que ocorre quando estas substincias reagem
com radicais peroxila mais rapidamente do que o substrato oxidavel (normalmente, acidos
graxos poliinsaturados de membranas biologicas) para formar espécies que ndo propagam a
cadeia da oxidacdo. Além disso, outras substancias que ndo possuem atividade antioxidante
relevante in vitro podem estimular e aumentar a eficicia de defesas antioxidantes in vivo,
sendo normalmente classificados como antioxidantes indiretos (Barillari ef al., 2005).

Os vegetais da familia Brassicaceae possuem atividades antioxidante e
anticarcinogénica conhecidas. Além das vitaminas antioxidantes, carotendides e polifendis,
estes vegetais contém uma variedade ampla de glicosinolatos, onde a maioria possui atividade
antioxidante. A variagdo do conteudo de agentes antioxidantes em vegetais brassicos ¢
causado por fatores como variedade, maturidade quando da colheita, condigdes de cultivo,
estado do solo e condigdes de armazenamento pds-colheita. O processamento industrial, como
branqueamento, apertizacdo, esterilizacdo e congelamento, bem como o cozimento doméstico,
constituem condi¢des muito importantes para afetar o contetdo, a composigao, a atividade e a
biodisponibilidade de agentes antioxidantes (vitaminas, polifendis, glicosinolatos e seus

derivados). Geralmente, a concentracdo destes agentes antioxidantes em vegetais processados



¢ menor do que em vegetais in natura devido a degradacao pelo corte, que favorece reacoes
enzimaticas de degradagdo com producdo de derivados volateis. No cozimento em agua
fervente, onde ocorre dilui¢do dos componentes vegetais, diminuindo seu conteudo por peso
unitario (Podsedek, 2007).

Lamy et al. (2008) verificaram que o tratamento de células tumorais do epitélio
ovariano, geradas por espécies reativas de oxigénio, com os isotiocianatos de 4-(metiltio)-
butila e de benzila induziu a morte por apoptose via rompimento da membrana mitocondrial.

A nitrila crambeno (Figura 10), também dotada de atividade biologica, ¢ um produto
da hidrolise da progoitrina, encontrada na espécie da familia Brassicaceae Crambe abyssinica
(crambe). Quando incluida na alimentacdo de animais, mostrou induzir as enzimas hepéaticas
quinona-redutase (QR) e glutationa S-transferase (GST), desempenhando um papel
fundamental na prevencao do cancer pela ingestao habitual de vegetais cruciferos. Estudos
com crambeno mostraram que seu efeito ndo esta limitado a induc¢do de enzimas de
destoxificacdo de fase II. Resultados apresentados mostraram que o crambeno causa a
elevacdo de glutationa por melhorar a sintese da enzima, uma propriedade que compartilha
com diversos isotiocianatos, inclusive o sulforafano, tornando a nitrila funcionalmente similar

ao isotiocianato (Nho e Jeffery, 2004).

Figura 10: Crambeno (1-ciano 2-hidréxi 3-buteno)

O indol 3-carbinol (Figura 11), apds exposi¢cdo ao meio acido do estomago, produz
varios dimeros, trimeros, tetrAmeros e oligdmeros, por reagdes de condensagdo. Tanto indol-

3-carbinol quanto seus produtos de condensacdo (oligdmeros) sdo conhecidos por terem



propriedades anticancerigenas, possivelmente por indu¢dao de enzimas de fase I, dependentes
de citocromo P450, quanto de enzimas de destoxificagdo de fase II. O mecanismo de indugao
enzimatica do indol-3-carbinol e seus oligdbmeros envolve ligagdo com o receptor Ah,
responsavel pela sintese protéica. O complexo ligante-receptor Ah ativa a expressao do gen e

a sintese enzimatica (Nho e Jeffery, 2004).

CH,OH

Figura 11: Indol-3-carbinol (I3C)

Os autores sugeriram que uma mistura natural dos produtos de hidrolise dos
glicosinolatos pode ser mais potente do que tais componentes purificados administrados
individualmente, devido ao sinergismo entre as atividades do indol-3-carbinol e o crambeno.

As substancias fenolicas de plantas enquadram-se em diversas categorias, como fendis
simples, acidos fendlicos (derivados de acidos benzodico e cinamico), cumarinas, flavonoides,
estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas. A atividade antioxidante
de substancias fenolicas deve-se, principalmente, as suas propriedades redutoras e estrutura
quimica. Sabe-se que o decréscimo da glicosilacao afeta significativamente as propriedades
antioxidantes de certas moléculas. Por exemplo, as agliconas da quercetina e miricetina sao
mais reativas do que seus glicosideos relativos (De Pascale et al., 2007). As substancias
fendlicas desempenham um papel importante na neutralizacdo ou seqiiestro de radicais livres
e quelagdo de metais de transi¢do, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagagao do
processo oxidativo. Os intermedidrios formados pela a¢do de antioxidantes fenolicos sdo
relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel aromatico presente na estrutura destas

substancias (Sousa ef al., 2007).



O conteudo de sustancias fendlicas em plantas depende de: determinantes genéticos;
condi¢des ambientais, como temperatura, luz, disponibilidade de dgua e nutriente; praticas
agricolas, data da colheita; e condi¢des pos-colheita (De Pascale et al., 2007).

A quantificagdo espectrofotométrica de substancias fendlicas € realizada por meio de
uma variedade de técnicas, todavia, a que utiliza o reagente de Folin-Ciocalteu figura entre as
mais extensivamente utilizadas. O reagente consiste de mistura dos acidos fosfomolibidico e
fosfotungsténico, no qual o molibdénio e o tungsténio encontram-se no estado de oxidagdo 6",
porém, em presenca de certos agentes redutores, como as substancias fenolicas, formam-se os
chamados molibdénio azul e tungsténio azul, nos quais a média dos estados de oxidacao dos
metais esta entre 5 ¢ 6 e cuja coloracdo permite a determinacdo da concentracdo das
substancias redutoras, que ndo necessariamente precisam ter natureza fenolica (Sousa et al.,
2007).

O seqtiestro de radicais livres ¢ um dos mecanismos reconhecidos pelo qual ocorre a
oxidagdo dos antioxidantes. O método de seqiiestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
(DPPH?e) pode ser utilizado para avaliar a atividade antioxidante de substancias especificas ou
de um extrato em periodo de tempo relativamente curto (Borguini, 2006) e consiste no
descoramento por seqiiestro do radical DPPHe, estavel a temperatura ambiente e de coloragao
violeta em solugdo etanolica ou metandlica. Ao reagir com um antioxidante, produz a a-o-
difenil-g-picril hidrazina, que ¢ incolor. A extensdo do descoramento, medida em
espectrofotometro a 518 nm, indica a taxa de DPPH reduzido (Figura 12) (Mensor et al.,

2001; Sarwar Alam et al., 2007).
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Figura 12: O radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (violeta) e o produto de sua redugdo, a-a-difenil-f-picril

hidrazina (incolor) (Mensor, 1999).

A capacidade de seqiiestro do radical livre DPPHe pela amostra ¢ determinada pela
capacidade de transferéncia de hidrogénio para o radical livre estavel DPPHe. A propriedade
de seqiiestrar radicais livres por substancias presentes em vdarios extratos de plantas, sugere
um possivel papel protetor destes metabolitos, reduzindo o risco de doengas cardiovasculares,
além de outras patologias associadas a formacdo de radicais livres, em humanos (Borguini,
2006). Resultados encontrados por Brand-Williams ef al. (1995) mostraram que a interagao de
um antioxidante com o radical DPPHe depende de sua estrutura conformacional. Algumas
substancias reagem muito rapidamente com o DPPHe, reduzindo um numero de moléculas
deste radical correspondente ao numero e a disposi¢ao dos grupos hidroxila na molécula.

E possivel relacionar a avaliagio do potencial antioxidante de um vegetal com seu
contedo de polifendis (Heimler et al., 2006). Resultados de estudo sobre atividade anti-
radicalar em algumas variedades de Brassica oleracea, como brocolis, repolho preto e couve-
de-bruxelas, realizados por Heimler et al. (2006) constataram que existe uma correlagao
consideravel entre a atividade antioxidante em que foi utilizada solu¢do de DPPHe« 0,0025

2/100 ml, tendo rutina como padrdo, e os conteudo de fendis totais e de flavondides. Os



autores verificaram que o brocoli foi a espécie que apresentou o maior teor de fenois totais e
flavondides e a atividade antioxidante mais potente em relagdo as demais.

O presente estudo utilizou-se das metodologias da avalia¢dao da atividade antioxidante
in vitro por seqiiestro do radical DPPHe e do teor de fenois totais pelo método de Folin-

Ciocalteu.

1.3 A espécie Brassica rapa L. (nabo)

1.3.1 Botanica

Planta anual ou bianual, herbacea: folhas glabras e glaucas, flores amarelo-ouro, grandes,
espacadas; sementes finamente pontuadas (Figura 13). E encontrada, ainda, a variedade

esculenta, de raiz grossa, carnosa, comestivel (variedade esculenta DC.) (Corréa, 1978).

Nativa do sul da Europa, ocorre também na América do Sul. No Brasil, ¢ encontrada

em todas as regides (Wanderley et al., 2002).

Brassica rapa L., popularmente conhecida como nabo, ¢ um dos vegetais cultivados mais
antigos, usado na alimentacdo humana desde a pré-historia. A espécie € notavelmente
popular na Europa, particularmente nas regides mais frias. Cresce bem em climas frios e
pode aguardar por muitos meses até a colheita. Na Peninsula Ibérica constitui, juntamente
com outras espécies de Brassica, um suprimento singular durante o inverno (Fernandes et

al., 2007).

As partes comestiveis do nabo sdo geralmente consumidas sob a forma cozida, sendo

usadas no preparo de sopas (Fernandes et al., 2007).



Figura 13: Flores, raizes e desenho de Brassica rapa L.

(www.maltawildplants.com;www.comune.spinea.ve.it/index.php/ambiente/1969;www.unifr.ch).

1.3.2 Estudos quimicos realizados

Os estudos quimicos sobre o nabo se concentram na identificacdo de glicosinolatos e
seus derivados. Hashimoto er al. (1982) detectaram por cromatografia em fase gasosa
acoplada a espectometria de massas isotiocianatos e nitrilas em Brassica rapa L. var.

laciniitolia Kitamura e B. rapa L. subvar. Hiroshimana Kitamura (Quadro 1):


http://www.comune.spinea.ve.it/index.php/ambiente/1969
http://www.maltawildplants.com/
http://www.comune.spinea.ve.it/index.php/ambiente/1969

Quadro 1: Derivados de glicosinolatos identificados em B rapa L. var. laciniitolia Kitamura e B. rapa L. subvar.

Hiroshimana Kitamura (Hashimoto ef al., 1982).

Substéncia Estrutura
isotiocianatos
I ioci - i /\/\
sotiocianato de 4-pentenila Z N
\C
\S
Isotiocianato de n-hexila AN
C;
\S
nitrilas

4-pentenonitrila N
\/\/
5-hexenonitrila /\M
/

metiltio isotiocianatos

Isotiocianato de 4-metiltiobutila S\

metiltionitrilas

4-(metiltio)-butanonitrila
( ) SM
P
5-(metiltio)-pentanonitrila /S
\/\/\
7-(metiltio)-heptanonitrila
~ %

Chong et al. (1982) identificaram, em raizes de 10 cultivares de nabo, a goitrina (5-
viniloxazolidina-2-tiona, exceto em uma cultivar), isotiocianatos e tiocianato. Os autores
verificaram que o contetdo de derivados de glicosinolatos geralmente aumenta & medida em

que o vegetal amadurece.

Ju et al. (1982) e El-Sayed et al. (1995) identificaram por CG e CG/EM os

isotiocianatos de 3-butenila, 4-pentenila, 4-(metiltio)-butila e 2-feniletila e as nitrilas 1-ciano-



4-metiltiobutano e 2-feniletilnitrila. Verificaram que o isotiocianato de 2-feniletila foi
predominante nas raizes do nabo e que estes derivados mostraram atividade contra Candida

albicans e diversos outros patdgenos.

Kameoka e Hashimoto (1985) identificaram, em folhas e talos de nabo, os derivados
de glicosinolatos 4-pentenonitrila, 5-hexenonitrila, 3-fenilpropionitrila, isotiocianato de 3-
butenila, isotiocianato de 4-pentenila, 5-metiltiopentanonitrila e 6-metiltioexanonitrila. Os
componentes detectados em concentracdes menores foram trissulfeto de dimetila,

isotiocianato de 4-(metiltio)-butila e isotiocianato de 5-(metiltio)-pentila.

Uda et al. (1988) verificaram que, embora os isotiocianatos do nabo ndo tivessem
apresentado variagdo de suas concentragdes em condicdes de congelamento (-22°C), os
isotiocianatos de 3-metilpropila, 4-(metiltio)-butila (erucina) e 5-(metiltio)-pentila
(berteroina) tiveram suas concentragdes diminuidas, mesmo a -22°C. Os autores identificaram
na espécie, por cromatografia em fase gasosa e cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-CG/EM), derivados de glicosinolatos, como isotiocianatos e
nitrilas, e outros constituintes volateis, como ésteres, sulfetos, alcanos, fenois, aldeidos,

cetonas, hidrocarbonetos e acidos carboxilicos.

Conforme j4 mencionado anteriormente, os glicosinolatos produzidos pelos vegetais
do género Brassica também tém funcdo de protegé-los contra ataques de herbivoros e
patdgenos. Estes glicosinolatos sdo considerados uma das razdes porque os vegetais deste
género sdo tdo amplamente distribuidos e podem sobreviver as mais extremas condi¢des
ambientais e de estresse (Liang et al., 2006). Como exemplo de mecanismo de protegdo
proporcionado pelos derivados de glicosinolatos, Doughty et al. (1996), ao inocularem no
nabo o fungo Alternaria brassicae, encontraram os seguintes derivados volateis, em ordem

decrescente de concentragao: dissulfeto de dimetila, trissulfeto de dimetila, isotiocianato de



3-butenila, isotiocianato 4-pentenila, (Quadro 1) e 4-oxoisoforona (Figura 14). Verificou-se

que alguns parasitos, como certas espécies de fungos, estimulam a liberacao de isotiocianatos.

Figura 14: 4-oxoisoforona

Além dos glicosinolatos, os vegetais do género Brassica defendem-se pela produgdo de
isoprenos, terpenos e alcanos. A acdo destes volateis consiste, essencialmente, na redugdo do

ataque de herbivoros (Liang et al., 2006).

Padilla et al. (2007) e Barbieri et al. (2008) constataram que a gliconapina e a
glicobrassicanapina (Figura 15) sdo os principais glicosinolatos encontrados no nabo, mais
especificamente nas variedades “friarielli”. Os glicosinolatos progoitrina e glicoalisina foram

verificados como sendo caracteristicos da variedade “sorrentino”.
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Figura 15: Estruturas quimicas da gliconapina (1) e da glicobrassicanapina (2).



1.3.3 Atividade bioldogica

Fernandes et al. (2007) realizaram um estudo comparativo da atividade antioxidante
entre as diferentes partes do nabo e observaram que as flores apresentaram a maior
atividade (CE;s de 0,47 mg/ml), seguidas das folhas e talos (CE;s de 0,56 mg/ml). As
raizes constituiram a parte que apresentou a menor atividade no vegetal, com valor de CEps

de 1,44 mg/ml.

Sousa et al. (2008) investigaram a atividade bioldgica em trés espécies do género
Brassica, dentre elas, Brassica rapa var. rapa, € constataram que suas inflorescéncias
constituem uma fonte apreciavel de componentes protetores, como substancias fendlicas e
acidos organicos (aconitico, citrico, piravico, malico, xiquimico e fumarico, identificados
no estudo), onde a atividade antioxidante por seqiiestro de radicais livres (DPPH¢) mostrou
ser dependente da concentracdo de extrato vegetal e a atividade antimicrobiana, avaliada
por concentracdo inibitéria minima (CIM), foi eficaz somente para bactérias Gram

positivas, na ordem Staphylococcus aureus > Bacillus cereus >> B. subtilis.

1.4 Eruca sativa Mill. (rucula)

1.4.1 Botanica

Eruca sativa, conhecida popularmente por ricula (Figura 16), ¢ uma planta anual ou
bianual e constitui uma das variedades da mostarda. E origindria da regido mediterranea,
mas estd presente em todas as partes do planeta. E extensivamente consumida em alguns
paises da Europa, como a Itdlia e na culinéria indiana. As folhas sdo muito empregadas

como incremento em saladas, dado o seu sabor pungente. Em seu uso medicinal, ¢ bastante



conhecida pelas suas propriedades adstringentes, diuréticas, digestivas, emolientes, tonicas,

depurativas, laxativas, rubefacientes e estimulantes (Sarwar Alam ef al., 2007).
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Figura 16: Flor, folhas e desenho de Eruca sativa (rucula).

1.4.2 Estudos quimicos realizados

Mahran et al. (1992) identificaram quatro isotiocianatos nas sementes de racula:
isotiocianato de metila, isotiocianato de 3-butenila, isotiocianato de 5-(metiltio)-pentila e
isotiocianato de 4-(metiltio)-butila, sendo os trés primeiros descritos pela primeira vez para

esta parte da planta e, o Ultimo, o componente considerado majoritario da classe. Além
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destas substancias, 4-(metiltio) pentanonitrila, hexanal, nonanol, tetraidrotiofeno e 2-

pentilfurano foram também identificados pela primeira vez no 6leo de semente de rucula.

El Tantawy (2000) detectou por CG/EM, na fracao volatil de folhas frescas de rucula,
a 5-(metiltio)-pentanonitrila, também verificado posteriormente por Miyazawa et al.
(2000) e Badee et al. (2003), como o componente em maior concentracdo, além de outras
substancias, como 0 n-octacosano e estigmasterol, na matéria insaponificavel, e o acido

linolénico, como o principal dentre os ésteres de 4cidos graxos encontrados.

Bennett et al. (2002) observaram que o principal glicosinolato presente nas folhas de Eruca
sativa ¢ o glicosinolato de 4-(metiltio)-butila, com o seu produto de hidrélise, o
isotiocianato de 4-(metiltio)-butila, considerado o responsavel pelo sabor e aroma e odor
caracteristicos da rucula, de acordo com os resultados encontrados por Mahran et al.

(1992).

Exemplos de glicosinolatos e seus derivados encontram-se representados na Figura 17.
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Figura 17: Estrutura dos principais glicosinolatos identificados em espécies de Eruca e Diplotaxis e os

isotiocianatos derivados.



Jirovetz et al. (2002) encontraram, dentre os 54 constituintes volateis identificados nas
folhas de racula extraidos por SPME, CG e CG/EM o isotiocianato de 4-(metiltio)-butila
(14,2%), cis-3-hexen-1-o0l (11,0%), butanoato de cis-3-hexenila (10,8%), isotiocianato de
5-(metiltio)-pentila (9,3%), 2-metilbutanoato de cis-3-hexenila (5,4%) e 5-(metiltio)
pentanonitrila (5,0%), ja descritas anteriormente, como sendo as substancias promotoras do

aroma caracteristico da racula.

Lazzeri et al. (2004) encontraram teores aprecidveis dos glicosinolatos glicoerucina e
glicorafanina em sementes de rucula, avaliadas em dois periodos do ano - cerca de 117,3

pumol/g na primavera e 108,8 pmol/g no outono.

Mastelic et al. (2008) identificaram na fragcdo volatil obtida por hidrodestilagdo o
isotiocianato de 4-(metiltio)-butila (erucina), 5-(metiltio) pentanonitrila (nitrila erucina) e o
ciclotiooctano, como produtos de degradacdo da glicoerucina. Além destes, outros
derivados de glicosinolatos, presentes nesta fracdo volatil, também foram detectados por
CG-CG/EM, tais como dissulfeto de dimetila, trissulfeto de dimetila, isotiocianato de
metila, isotiocianato de 3-butenila, isotiocianato de 4-metilpentila, isotiocianato de hexila,

4-(metiltio) butanonitrila e 5-(metiltio) pentanonitrila.

1.4.3 Atividade bioldgica

Sarwar Alam et al. (2007) descreveram que a glicoerucina (Figura 16) é o principal
agente antioxidante presente no extrato de sementes de E. sativa. A atividade antioxidante
da glicoerucina implica plausivelmente no seqiiestro de radicais livres e na indugdo de

enzimas de destoxificagdo de fase I (Zhang et al., 1992).



Em estudo realizado por Barillari et al. (2005), foi avaliado o potencial antioxidante da
glicoerucina, bem como do seu isotiocianato derivado, a erucina, frente a diferentes
mecanismos de oxidagdo, como peroxido de hidrogénio (H,0O,), hidroperoxidos de alquila
(ROOH) e radicais peroxila (ROO’). Os autores verificaram que, embora ja fosse
conhecido o poder antioxidante indireto dos isotiocianatos, como o sulforafano e a erucina,
através da inducao de enzimas de destoxificacdo de fase II (glutationa transferase, quinona-
redutase, epoxido-hidrolase e heme-oxigenase), o glicosinolato glicoerucina apresentou
uma boa atividade antioxidante direta e preventiva, dado a sua capacidade em decompor
hidroperdxidos e perdxido de hidrogénio, os principais responsaveis pela etapa de
iniciacao.

O grupo metiltio-, que constitui a parte ativa da glicoerucina e de seu derivado,
erucina, ¢ responsavel pela atividade antioxidante destes metabdlitos, promovendo a
oxidagdo a metilsulfoéxido. De forma interessante, o produto bioldgico deste processo de
seqiiestro do perdxido de hidrogénio ¢ a glicorafanina que, por sua vez, ¢ o precursor do
sulforafano, o isotiocianato quimiopreventivo mais importante da familia Brassicaceae

(Barillari et al., 2005).

Em andlise do 6leo essencial extraido de sementes de rucula por hidrodestilagdo,
Badee et al. (2003) detectaram isotiocianato de 4-(metiltio)-butila como sendo o principal
constituinte da fracdo volatil (94,10%) e verificaram que o Oleo apresentou efeito
antimicrobiano apreciavel contra Micrococcus spp., Pseudomonas spp e Sacharomyces

cerevisiae.

Os derivados volateis dos glicosinolatos identificados por CG/EM em folhas frescas
de racula por El Tantawy (2000), dentre os quais, a 5-(metiltio) pentanonitrila (mais
abundante na mistura, conforme mencionado anteriormente), apresentaram atividade

citotoxica potente contra carcinoma de Ehrlich em células de ascidia in vitro.



Nos ultimos anos, a rucula vem ganhando importancia como hortalica e condimento, além
de ser reconhecida como uma fonte importante de agentes quimiopreventivos. Lamy et al.
(2008) observaram que nenhum efeito genotdxico ocorreu em células HepG2 tratadas com
50ul/ml de suco de racula durante 24 horas. Ainda neste trabalho, verificaram que o extrato
de rucula reduziu a genotoxidez induzida por benzopireno em teste in vitro, efeito este
acompanhado de uma inducao significativa da glutationa S-transferase. A analise quimica por
cromatografia em fase gasosa identificou os isotiocianatos erucina, sulforafano, erisolina e
isotiocianato de feniletila, além de outros metabdlitos especiais encontrados em rucula,
incluindo substancias polifenolicas, acido ascorbico e carotenoides, todos conhecidos por sua
acdo quimiopreventiva. Resultados obtidos de isotiocianatos isolados admitem que a interagao

sinérgica € responsavel pela potencializa¢do do efeito genotoxico do material vegetal.

1.5 Raphanus sativus L. (rabanete)

1.5.1 Botanica

Planta anual ou bianual, com raiz branca, vermelha ou preta, mais ou menos volumosa
e forma varidvel segundo a variedade cultural (Figura 18). H4 numerosas variedades
horticolas, que geralmente diferem na forma e tamanho da raiz. E comestivel e muito
apreciada, sendo, por isso, objeto de amplo cultivo (Corréa, 1978).

O rabanete é amplamente empregado na culindria do leste da Asia sob as formas
fresca, em conserva ou fermentada (Coogan et al., 2001). Gilani e Ghayur (2004) citam como
propriedades medicinais das folhas do rabanete: laxativo, estimulante, digestivo e ttil para

outras desordens do estdmago.
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Figura 18: Flor e raizes de Raphanus sativus L.
1.5.2 Estudos quimicos realizados

O rabanete contém trés glicosinolatos principais: glicosinolato de 4-(metilsulfinil)
butila (glicorafanina) e glicosinolato de 4-(metilsulfinil) 3-butenila (glicorafenina),
prevalentes nas sementes, e glicosinolato de 4-(metiltio)-3-butenila, que ¢ mais abundante na

raiz (Figura 19) (Ippoushi ef al., 2007).
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Figura 19: Os principais glicosinolatos encontrados no rabanete (Ippoushi et al., 2007).



Schreiner et al. (2002) realizaram estudo para avaliar os efeitos sazonais sobre os
componentes ¢ a coloracdo de rabanetes. Foram identificados os glicosinolatos indolicos
glicobrassicina e 4-metoxi glicobrassicina (Figura 2, pagina 5), que revelaram uma
dependéncia moderada de temperatura e densidade de fluxo de foton fotossintético. Ja os
glicosinolatos de alquenila, progoitrina e glicorafasatina, praticamente nao foram afetados
pela irradiagdo e fracamente influenciados pela temperatura. Este efeito restrito dos
glicosinolatos indolicos e de alquenila se deve, presumivelmente, ao fato de que a raiz do
rabanete €, apenas em parte, exposta a radiacao direta. Assim, a influéncia da irradiagdo no
rabanete ndo ¢ suficiente para melhorar a sintese de glicosinolatos, como no brocolis. Em
contraste aos glicosinolatos do rabanete, a glicorafanina, principal glicosinolato encontrado no
brécolis, apresentou uma forte dependéncia de irradiagdo e temperatura durante o cultivo. Os
autores concluiram que, para a producdo de constituintes bioativos no rabanete,
particularmente de teores elevados de glicosinolatos indolicos, as melhores épocas para o
cultivo sdo a primavera e o outono. O cultivo no verdo pode satisfazer melhor as preferéncias
do consumidor particularmente pela cor e sabor devido aos niveis desejaveis de glicosinolatos
de alquenila e monossacarideos.

Barillari et al. (2005) verificaram influéncia da temperatura e do estidgio de
desenvolvimento no contetido de glicosinolatos nas sementes das cultivares. Os vegetais
armazenados a temperatura ambiente (28° a 30°C) ofereceram menor disponibilidade de
material para o isolamento da glicorafasatina, enquanto temperaturas mais baixas ofereceram
resultados melhores, constituindo condigdes mais favoraveis a disponibilidade de
glicosinolatos.

Para Afsharypuor et al. (2005) os isotiocianatos, que representam uma fragdo
relativamente elevada dos constituintes volateis (58,3%), contribuem de forma importante

para o sabor e aroma caracteristico dos vegetais cruciferos.



Nakamura et al. (2001) descreveram que o isotiocianato de 4-(metiltio)-3-butenila
(Figura 20) ¢ considerado o principal isotiocianato que confere a caracteristica pungente do

rabanete.
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Figura 20: Estrutura quimica do isotiocianato de 4-metiltio-3-butenila.

Foi verificado que as rafanusaninas (Figura 21) estdo largamente presentes no género
Raphanus, mas ndo foram identificadas em outras espécies examinadas da familia

Brassicaceae (Hasegawa et al., 2000).
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Figura 21: Estruturas quimicas da cis-rafanusanina e da trans-rafanusanina

Matsuoka et al. (1998) demonstraram que a rafantina ou rafanusanina, conhecida por
suas propriedades anti-hipertensiva e anestésica, ¢ um artefato formado a partir do
isotiocianato de 4-(metiltio)-3-butenila durante a extracdo das raizes e sementes do rabanete
com metanol e, portanto, ndo deve estar envolvido no fototropismo do vegetal, ou seja, na
planta intacta, a0 menos em concentracdes suficientemente elevadas para exercer as
atividades biologicas mencionadas acima.

Afsharypuor et al. (2005) encontraram 21 constituintes volateis de semente de
rabanete por analise em CG e CG/EM, dentre estes, os derivados de glicosinolatos trissulfeto

de dimetila, isotiocianato de isoamila, isotiocianato de 4-metilpentila, isotiocianato de hexila,



isotiocianato de heptila, isotiocianato de benzila, isotiocianato de 4-(metiltio)-(32)-butenila,
isotiocianato de 4-(metiltio)-butila, isotiocianato de 4-(metiltio)-(3E)-butenila, isotiocianato
de 2-feniletila e isotiocianato de 5-(metiltio)-pentila.

Em sua investigacdo da ocorréncia de antocianinas nas cascas das raizes, peciolos e
flores de “rabanete vermelho”, Tatsuzawa et al. (2008) contribuiram do ponto de vista
quimiotaxondmico para a familia Brassicaceae ao detectarem a antocianidina acilada 3-
soforosideo-5-glicosideo nas flores, nunca antes verificadas nas espécies do género Raphanus,
mas ja identificadas em outros géneros. Dois tipos de antocianidinas glicosidicas ja haviam
sido identificados na familia. Uma delas, a 3-soforosideo-5-glicosideo de cianidina acilada, a
antocianina p-cumaroil e outras cinco antocianinas do tipo pelargonidina foram encontradas
na raiz de Raphanus sativus. Estes pigmentos constituem os principais componentes da raiz,
peciolos e flores do “rabanete vermelho”. Apesar da forma trans-p-cumaroil ser abundante
nestas trés partes da planta, a forma cis ¢ encontrada em uma quantidade muito pequena na

raiz, mas em quantidades bem maiores nas flores e peciolos.

1.5.3 Atividade biologica

Os glicosinolatos glicorafenina e glicorafasatina sdo metabolitos secundarios tipicos
de rabanete (Raphanus sativus L.), onde o primeiro prevalece nas sementes e o segundo
predomina na raiz. A atividade citotoxica in vitro da glicorafenina foi testada contra diversas
células tumorais, gragas a facilidade de purificagdo de uma quantidade consideravel deste
glicosinolato das sementes de Raphanus sativus cv. Pegletta. Em contra partida, ndo ha
muitos estudos com glicorafasatina porque o isolamento a partir da raiz do rabanete ndo

oferece um rendimento muito satisfatorio (Barillari ez al., 2005).



Constatou-se que as propriedades oxi-redutoras destes metabdlitos (glicorafenina e
glicorafasatina) tém implicacdo direta nos beneficios a saide humana, no que tange aos seus
mecanismos regulatorios. O rabanete ¢ muito apreciado no Oriente devido ao seu conteudo
variado de agentes antioxidantes, capazes de prevenir contra danos causados por HO..
Embora o conteudo de glicorafasatina seja considerado um parametro de qualidade tanto do
rabanete fresco quanto do processado, os dados literarios referem-se apenas a atividade
antimicrobiana do isotiocianato derivado de glicorafasatina e de seus efeitos antimutagénicos
indiretos (Barillari ef al., 2005).

Nakamura et al. (2001) observaram atividade antimutagénica em células de
Escherichia coli B/r WP2 de extrato hexanico de rabanete, onde foram identificados os
1sotiocianatos de 4-(metiltio)-3-butenila e de 2-feniletila (Quadro 1). Verificaram que o efeito
antimutagénico do isotiocianato de feniletila era cinco vezes maior do que o do isotiocianato
de 4-(metiltio)-3-butenila, embora a concentracao deste seja consideravelmente maior do que
a do primeiro.

Suh et al. (2006) observaram que, devido ao seu elevado potencial antioxidante, os
isotiocianatos de 4-(metiltio)-3-butenila, de alila, de benzila e de feniletila, isolados do extrato
hexanico de rabanete, foram capazes de inibir a proliferagdo de células do musculo liso
vascular, prevenindo, assim, a aterosclerose.

A presenca de glicosinolatos no rabanete confere, através de seus produtos de hidrdlise
(isotiocianatos), um efeito antioxidante pela inibi¢do da geragdo de superoxido e 6xido nitrico
(Ippoushi et al., 2007). Neste trabalho, os autores constataram a redugdo da peroxidacdo
lipidica e da modificag@o de bases do ADN em ratos alimentados por rabanete, demonstrando
o efeito antioxidante do vegetal, relacionado a reducao de carcinogénese.

Em estudo realizado por Gilani e Ghayur (2004), o extrato bruto das folhas de

rabanete revelaram um perfil espasmogénico no ileo e colon de porco-guiné. O efeito



estimulante foi bloqueado pela pirilamina, um antagonista histaminérgico (H;), sugestivo de
efeito histaminérgico que justifica o uso de folhas de rabanete como laxativo. Ha evidéncias
suficientes para a importancia da histamina como um mensageiro celular importante do trato
gastrintestinal, estimulando varios musculos lisos, incluindo os tecidos intestinais, pela
ativacdo dos receptores H;. Além do elemento contratil, o extrato também exibiu uma
atividade relaxante fraca. Estes dados demonstram claramente a presenca de um componente
histaminico espasmogénico na planta, justificando seu uso tradicional em constipagao,
juntamente com um fator espasmolitico leve observado em uma dose relativamente alta, que
pode ser util para tratar espasmos abdominais indesejaveis, normalmente associados a terapias
a base de laxativos a doses elevadas (Gilani e Ghayur, 2004).

Os tubérculos frescos de rabanete sao empregados em decoctos por nativos dos
estados de Oaxaca e Guerrero, no México, para o tratamento de afec¢des do trato urinario,
especialmente, a urolitiase. Investigacdes prévias da parte tuberosa de Raphanus sativus
revelaram a presenca de peptideos ricos em cisteina com atividade antifingica substancial
contra diversas espécies, isoperoxidases, peroxidases, os alcaldides pirrolidina, isoquinolina,
feniletilamina, 4cido 1,2’-pirrolidina-tion-3’-il-3-carboxilico, 1,2,3,4-tetrahidro-f-carbolina e
as substancias sulfuradas glicoparina, sinigrina, isotiocianato de alila e isotiocianato de trans-
4-metiltio-3-butenila (Vargas S. et al., 1999). Os autores verificaram que o extrato aquoso das
cascas de Raphanus sativus inibiram a formag¢do de calculos renais (urolitiase) de forma
dependente da dose. Ocorreu um decréscimo significativo nos pesos das pedras e um aumento
do volume de urina em 24 horas, quando comparado ao controle. Nao houve perda de peso
corporal significativa. A atividade diurética observada mostrou-se efetiva na prevengdo da
deposi¢do de célculo nos rins, confirmando a utilidade do uso da planta na medicina popular

contra a urolitiase (Vargas S. ef al., 1999).



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar a composi¢do de volateis e atividade antioxidante em FEruca sativa Mill.,

Brassica rapa L. € Raphanus sativus L.

2.2 Objetivos Especificos:

- Extrair a fragdo volatil das espécies, adquiridas no verdo e no inverno ;

- Comparar a composi¢ao da fracdo volatil em fun¢do do corte, ou seja, nabo com
casca e sem casca e rabanete com casca e sem casca;

- Comparar a composi¢ao da fracao volatil das folhas da racula em fun¢do do tempo
de permanéncia no refrigerador;

- Identificar a presen¢a de derivados dos glicosinolatos nas fragdes volateis das trés
espécies;

- Comparar a atividade antioxidante de cada espécie, separadamente, pelo método

de seqiiestro de radicais livres (DPPH), em fun¢do dos métodos citados acima.

3 PARTE EXPERIMENTAL

A variabilidade dos produtos de hidrolise dos glicosinolatos, de natureza volatil,
presentes nas trés espécies de Brassicaceae: E. sativa Mill., B.rapa L., e R. sativus L., foi
avaliada com o intuito de se investigar se os processos de retirada das cascas do nabo e
rabanete, assim como o armazenamento das folhas de ricula sob refrigeracdo a 6°C durante

seis dias, afetam a concentragdo desses metabolitos. De forma paralela, foram verificadas



possiveis alteracdes no poder antioxidante desses vegetais como resultado dos respectivos

processamentos.

3.1 Coleta do material

As espécies botanicas (nabo, rabanete e rtcula) foram adquiridas em diferentes
estabelecimentos do comércio varejista do municipio do Rio de Janeiro: Feira-livre,
Supermercado e uma loja especializada do tipo “Hortifruti”. Seus respectivos responsaveis
foram entrevistados respondendo perguntas sobre o local, hora e condi¢des do cultivo,
transporte e armazenamento dos seus produtos até a aquisi¢do pelo consumidor. A obtencao
do material botinico foi realizada durante os periodos de dezembro a margo e de junho a
agosto, objetivando avaliar o impacto de tais variagdes (sazonalidade e diferenga de solo) no
conteudo de glicosinolatos e conseqliente beneficio para o consumidor.

Os lotes foram adquiridos em quantidades suficientes para atender a execu¢do das

analises.

3.2 Preparo das exsicatas

As exsicatas (Figuras 22 a 28) foram preparadas segundo a técnica de Fidalgo e
Bononi (1989), registradas e depositadas no herbario do Departamento de Botéanica do
Instituto de Biologia da UFRJ, com a colaboracdo da Prof’. Dr. Rosana Conrado Lopes e do

Sr. Jorginaldo William de Oliveira.



RFA - HERBARIO DO DEPARTAMENTO DE BOTANICA, IB
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO

Registro n °: 33351

Fam: Brassicaceae Nome vulgar: Nabo
Brassica rapa L.

Brasil, Estado do Rio de Janeiro, Municipio de Miguel Pereira-RJ. Localidade:
Larguinho do Sapé. Material da Dissertagio de Mestrado "Avaliagdo de
Componentes Volateis em Vegetais da Familia Brassicaceae,” da aluna Flavia
Fernandes Paulino, do Curso de P6s-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas,
orientada de Dr*. Nancy dos Santos Barbi.

Erva de ca. de 40 cm de altura. Folhas cartaceas, fortemente recortadas.
Estéril. Planta cultivada.

COLETOR: Sr. Carlos André DATA: 12/VIII/2007
DETERMINADOR: Rosana C. Lopes DATA: 17/VIII/2007

Figura 22: Exsicata do nabo adquirido na Feira-livre e etiqueta de registro do herbario.

RFA - HERBARIO DO DEPARTAMENTO DE BOTANICA, IB
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO

Registro n °: 33353

Fam: Brassicaceae Nome vulgar: Rabanete
Raphanus sativus L.

Brasil, Estado do Rio de Janeiro, Municipio de Miguel Pereira-RJ. Localidade:
Larguinho do Sapé. Material da Dissertagdo de Mestrado "Avaliagdo de
Componentes Volateis em Vegetais da Familia Brassicaceae,” da aluna Flavia
Fernandes Paulino, do Curso de Pos-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas,
orientada de Dr*. Nancy dos Santos Barbi.

Erva cerca de 15 cm de altura, folhas membranaceas, sem flor. Planta

cultivada.
COLETOR: Sr. Carlos André DATA: 04/VIII/2007
DETERMINADOR: Rosana C. Lopes DATA: 17/VII1/2007

Figura 23: Exsicata do rabanete adquirido na Feira-livre e etiqueta de registro do herbario.



RFA - HERBARIO DO DEPARTAMENTO DE BOTANICA, IB
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO

Registro n °: 33355

Fam: Brassicaceae Nome vulgar: Rabanete
Raphanus sativus L.

Brasil, Estado do Rio de Janeiro, Municipio de Teresopolis. Material da
Dissertagdo de Mestrado "Avaliagdo de Componentes Volateis em Vegetais da
Familia Brassicaceae,” da aluna Flavia Fernandes Paulino, do Curso de Pos-
Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas, orientada de Dr*. Nancy dos Santos
Barbi.

Erva cerca de 40 cm de altura, folhas membranaceas, sem flor. Planta cultivada.

COLETOR: Sr. Valdair DATA: 21/V1/2007
DETERMINADOR: Rosana C. Lopes DATA: 02/V11/2007

Figura 24: Exsicata do rabanete adquirido no Hortifruti e etiqueta de registro do herbario.

RFA - HERBARIO DO DEPARTAMENTO DE BOTANICA, IB
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO

Registron ®: 33356

Fam: Brassicaceae Nome vulgar: Rabanete
Raphanus sativus L.

Brasil, Estado do Rio de Janeiro, Municipio de Teresopolis. Sitio Sdo Sebastido
— Estrada Teresopolis-Friburgo, km 28, Bonsucesso, Teresopolis, RJ. Material
da Dissertagdo de Mestrado "Avaliagdo de Componentes Volateis em Vegetais
da Familia Brassicaceae,” da aluna Flavia Fernandes Paulino, do Curso de Pos-
Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas, orientada de Dr. Nancy dos Santos
Barbi.

Erva cerca de 20 cm de altura, folhas membranaceas, sem flor. Planta cultivada.

COLETOR:Manuel da Conceigdo Pinto Leal Ribeiro DATA: 19/V11/2007
DETERMINADOR: Rosana C. Lopes DATA: 17/VII1/2007

Figura 25: Exsicata do rabanete adquirido no Supermercado e etiqueta de registro do herbario.




RFA - HERBARIO DO DEPARTAMENTO DE BOTANICA, IB
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO

Registro n °: 33352

Fam: Brassicaceae Nome vulgar: Rucula
Eruca sativa L.

Brasil, Estado do Rio de Janeiro, Municipio de Miguel Pereira-RJ. Localidade:
Larguinho do Sapé. Material da Dissertagdo de Mestrado "Avaliagdo de
Componentes Volateis em Vegetais da Familia Brassicaceae,” da aluna Flavia
Fernandes Paulino, do Curso de Poés-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas,
orientada de Dr*. Nancy dos Santos Barbi.

Erva, ca, 15 cm de altura, folhas membranaceas, margem recortada, estéril.
Planta cultivada.

COLETOR: Sr. Carlos André DATA: 04/VII1/2007
DETERMINADOR: Rosana C. Lopes DATA: 17/VII1/2007

Figura 26: Exsicata da ricula adquirida na Feira-livre e etiqueta de registro do herbario.

RFA - HERBARIO DO DEPARTAMENTO DE BOTANICA, IB
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO

Registro n °: 33354

Fam: Brassicaceae Nome vulgar: Rucula
Eruca sativa L.

Brasil, Estado do Rio de Janeiro, Municipio de Teresopolis. Material da
Dissertagdo de Mestrado "Avaliagdo de Componentes Volateis em Vegetais da
Familia Brassicaceae,” da aluna Flavia Fernandes Paulino, do Curso de Pos-
Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas, orientada de Dr'. Nancy dos Santos
Barbi.

Erva, ca, 30 cm de altura, folhas membranaceas, margem recortada, estéril.
Planta cultivada.

COLETOR: Sr. Valdair DATA: 03/VI1/2007
DETERMINADOR: Rosana C. Lopes DATA: 17/VIII/2007

Figura 27: Exsicata da ricula adquirida no Hortifruti e etiqueta de registro do herbario.




RFA - HERBARIO DO DEPARTAMENTO DE BOTANICA, IB
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO

Registro n °: 33357

Fam: Brassicaceae Nome vulgar: Rucula
Eruca sativa L.

Brasil, Estado do Rio de Janeiro, Municipio de Teresopolis. Sitio Sdo Sebastido
— Estrada Teresopolis-Friburgo, km 28, Bonsucesso, Teresopolis, RJ. Material
da Dissertacdo de Mestrado "Avaliagdo de Componentes Volateis em Vegetais
da Familia Brassicaceae,” da aluna Flavia Fernandes Paulino, do Curso de Pos-
Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas, orientada de Dr*. Nancy dos Santos
Barbi.

Erva, ca, 22,5 cm de altura, folhas membranaceas, margem recortada, estéril.
Planta cultivada.

COLETOR: Manuel da Conceigdo Pinto Leal Ribeiro DATA: 19/VII/2007
DETERMINADOR: Rosana C. Lopes DATA: 17/VII1/2007

Figura 28: Exsicata da ricula adquirida no Supermercado e etiqueta de registro do herbario.

Nao foi possivel preparar exsicatas para as amostras de nabo do Hortifruti e do

Supermercado, pois nestes estabelecimentos estes vegetais sdo encontrados sem as folhas.

3.3 Extracio e analise das fracoes volateis por CG e CG/EM

Cada lote dos vegetais foi dividido em duas por¢des de 200 g da seguinte maneira:

nabo — uma por¢ao (200 g) com casca e outra sem casca;

rabanete — uma porgao (200 g) com casca e outra sem casca;

rucula — uma porgao (200 g) fresca e outra a ser refrigerada a aproximadamente 6°C
por seis dias.

As porgdes dos vegetais foram lavadas em dgua corrente, picadas e submetidas,
separadamente, a hidrodestilagao em aparato de Clevenger modificado.

Visando-se obter uma fragdo enriquecida em componentes volateis, mais
particularmente dos produtos derivados dos glicosinolatos, foram adquiridos, antes do

primeiro refluxo, 15 ml do hidrolato, a fim de prevenir perda dos constituintes mais volateis



presentes na mistura, considerando que alguns isotiocianatos eluem da coluna do
cromatografo logo nos primeiros minutos. Esta por¢do inicial do hidrolato foi mantida sob
refrigeragdo até o final da extragdo (que durou duas horas), quando foram retirados mais 23
ml. Apds reunido das duas porgdes do hidrolato e partigdo com diclorometano (Merck)
obteve-se uma fragdo volatil que, em seguida, foi submetida a filtragdo em sulfato de sédio
anidro (Merck) e mantida sob refrigeracdo até o momento das andlises cromatograficas.

As fracdes foram inicialmente injetadas no cromatografo a gas modelo Varian Star
3400 CX, com detetor de ionizacao por chama (DIC), coluna DB5-MS, de dimensdes 30m x
0,250mm x 0,25um, cuja faixa de temperatura variou entre 60°C e 270°C a 3°C/minuto,
temperatura do injetor a 260°C e interface a 200°C, tendo hidrogénio como gas de arraste.
Posteriormente, com a colaboracao do Prof. Dr. Antonio Jorge Ribeiro da Silva, do Nucleo de
Pesquisas de Produtos Naturais, UFRJ, injetou-se a amostra em cromatografo a gas acoplado
a espectrometro de massas modelo Shimadzu GC/MS QP-5000 com detetor de massas,
coluna ZB-5MS, modo splitless, nas mesmas programacdes de temperatura acima, com
espectrometro de massas a 70 eV e faixa de varredura que variou de 40 a 700 u.m.a.

A 1identificagdo dos componentes das fragcdes volateis foi feita por comparacdes: do
perfil de fragmentagdo dos espectros de massas obtidos com aqueles da biblioteca eletronica
do equipamento (NIST107.LIB e NISTO05.LIB); com espectros de massas e tempos de
retencdo obtidos a partir da inje¢do dos padrdes isotiocianato de alila e isotiocianato de 2-
feniletila (Sigma-Aldrich); dos indices de reten¢do (Kovats) calculados a partir dos tempos de
retencdo das substancias eluidas e dos padrdes de hidrocarbonetos lineares de série homologa

(Cg aCyg), com os indices de retengao da literatura (Adams, 1995) e dados da literatura.



3.4 Atividade antioxidante

Os vegetais foram picados (nabo e rabanete com e sem casca e rucula ndo refrigerada e
refrigerada) e triturados com partes iguais de agua destilada, filtrados em papel de filtro tipo
xarope, recolhidos em frascos de vidro e armazenados no congelador. As amostras foram
liofilizadas na Fundacao Oswaldo Cruz, com a colaboragao da Prof*. Dr*. Monica Freiman de
Souza Ramos, da Faculdade de Farmacia/UFRJ, e do Sr. Celso Evangelista dos Santos, do
Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais, UFRJ.

A metodologia para a determinagdo da atividade antioxidante in vitro descrita a seguir
foi adaptada de Mensor et al. (2001) e Fernandes et al. (2007)

Apos testes de solubilidade dos extratos vegetais liofilizados com dgua, metanol e
etanol, verificou-se que o extrato de rtcula solubilizou-se melhor em metanol, enquanto os de
nabo e rabanete solubilizaram-se mais eficientemente em agua. Prepararam-se solugdes-
estoque dos extratos solubilizados em seus respectivos solventes a concentracdo final de 1,0
mg/ml das quais foram retiradas aliquotas de modo a serem obtidas concentragdes de 50, 100,
250, 350, 450, 500 e 750 pg/ml. As faixas de concentragdo variaram de 25 a 750 pg/ml para o
rabanete, de 250 a 750 pg/ml para o nabo, e de 50 a 750ug/ml para a racula. Adicionou-se
Iml de solugdo metandlica de DPPH (Sigma-Aldrich) 0,1 mM a 2,5 ml das solugdes contendo
a amostra em concentragdes diferentes, a reagdo foi realizada a temperatura ambiente, ao
abrigo da luz, por 50 minutos. Findo este tempo, as absorvancias foram medidas em
espectrofotometro UV mini 1240 UV-vis Spectrophotometer Shimadzu a 515 nm e a

atividade antioxidante foi calculada usando-se a seguinte formula:

AA% = 100- { [(Absamostra'Absbranco)X 1 OO]/AbScontrole}



Onde: AA% - percentual de atividade antioxidante
Absamoestra - leitura da absorvancia obtida para a amostra
AbSpranco — leitura da absorvancia obtida para o branco

Abscontrole — leitura da absorvancia obtida para o controle negativo

Metanol (1,0 ml), com a solugdo de extrato de racula (2,5 ml), e 4gua com as solucdes
dos extratos de nabo e rabanete (2,5 ml), foram usados como branco. A solucao de DPPH (1,0
ml) com o metanol (2,5 ml) e com a agua (2,5 ml) foi usada como controle negativo. Os
experimentos foram relizados em triplicata. Como padrao foi utilizado o extrato de Ginkgo
biloba EGb 761.

Os valores para CE;s foram calculados por regressao linear, onde a abcissa representa
a concentracdo dos extratos dos vegetais testados, expressa em pg/ml e, a ordenada, o
percentual de atividade antioxidante por reducdo do DPPHe, com os respectivos desvios-
padrdo, calculados pelas médias das triplicatas. CEjs ¢ definido como a concentragdo de
extrato necessaria para produzir 25% de um efeito maximo estimado em 100% (Mensor et al.,
2001; Fernandes et al., 2007).

A analise estatistica dos dados foi realizada pelo teste t de Student, pareada unicaudal,
em nivel de significancia de 5% (0,05) entre os processamentos. A diferenga ¢ considerada

estatisticamente significativa quando p < 0,05 (Mensor et al., 2001).

3.5 Determinacio do teor de fendis totais

A metodologia utilizada foi baseada em Andrade et al. (2007), com algumas

adaptagdes.



A 1,0 ml das concentragdes dos extratos aquosos de nabo, rabanete e racula, que
variaram de 50 pg/ml a 1.000 pg/ml, foram adicionados 1,0 ml do reagente de Folin-
Ciocalteu (Vetec) 2N e 2,0 ml de agua destilada. Apds um periodo de 2 a 5 minutos,
acrescentou-se aos tubos 1,0 ml de solugdo de Na,CO;3 a 10%, submetendo-se a reagao a
incubacgdo por 1 hora a temperatura ambiente. A absorvancia foi medida a 760 nm, usando
agua destilada como branco. O 4cido galico foi dissolvido em agua e usado para a construgao
da curva de concentragao padrao (2,5 pg/ml a 12,5 pg/ml) e os valores de fenolicos totais

foram expressos como equivalentes de acido gélico (mg de acido galico/g de amostra).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os oleos obtidos a partir de cada uma das amostras, de um modo geral, apresentaram
semelhancas com relacdo a aparéncia, odor e rendimento. Observou-se que todas as fracdes
consistiam de um oleo incolor, com odor forte e bem caracteristico ¢ de baixo rendimento
(aproximadamente 0,001%). Os o6leos adquiridos foram enviados para andlise por CG e
CG/EM e os resultados encontrados para cada uma das espécies, B. rapa L. (raizes com e sem
casa), E. sativa Mill. (folhas) e R. sativus L. (raizes com e sem casca), serao apresentados a
seguir. Em adi¢do ao perfil quimico da composi¢dao de volateis das referidas espécies serao
apresentados, também, os resultados comparativos da atividade antioxidante e fendis totais

para cada espécie antes e apos o processamento utilizado.



4.1 A espécie Brassica rapa (nabo)

4.1.1 Amostras provenientes da Feira-livre

4.1.1.1 Identificacio de componentes das fracdes volateis das raizes do nabo

O cromatograma referente a amostra obtida a partir das raizes do nabo com casca (NCFV),
coletada no més de dezembro (Figura 39, pagina 132 em Anexos), mostra menor
complexidade na composi¢cdo de volateis, quando comparado a amostra sem casca (NSFV)
(Figura 40, pagina 133 em Anexos). Entretanto, apos analise do perfil de fragmentacdo das
substancias, verificou-se que as duas amostras apresentam semelhanga com relacdo a presenga
de metabolitos resultantes da hidrélise dos glicosinolatos (excegdo feita para o isotiocianato
de cicloexila, detectado apenas no nabo sem casca) que, de um modo geral, eluem da coluna
cromatografica ao longo da primeira meia-hora de analise, conforme pode ser observado, de
uma forma geral, nos cromatogramas ao longo deste trabalho. A amostra obtida no més de
junho (inverno) apresentou um conteudo menor em derivados de glicosinolatos, conforme
pode ser visto nos cromatogramas NCFI e NSFI (Figuras 41, 42, 43 e 44, paginas 134 a 137
em Anexos). O Quadro 6 (pagina 65), mostra um resumo dos isotiocianatos, nitrilas e outros
derivados do enxofre encontrados na fracdo volatil das raizes do nabo adquirido na feira nos
meses de dezembro e junho.

Apenas a benzopropanonitrila (Figuras 88, 89 e 104, paginas 175 e 186 em Anexos) e
os isotiocianatos de ciclopentila (Figura 82, 83 e 104, paginas 172 e 185 em Anexos) e 2-
feniletila (Figuras 86, 87 e 104, paginas 174 e 185 em Anexos), foram encontrados em todas
as amostras analisadas, conforme pode ser observado no Quadro 6 (pagina 65). O derivado

benzopropanonitrila apresentou concentragdes de 1,03% na porcdo com casca e 3,67% na



porcdo sem casca da amostra adquirida em dezembro, e 1,22% na porc¢do com casca e 1,44%
na por¢ao sem casca da amostra obtida em junho. Nota-se que, de acordo com o perfil
cromatografico da analise por CG/EM, as concentragdes da benzopropanonitrila aumentam
sensivelmente nas amostras de nabo sem casca do més de dezembro e pouco naquela do més
de junho, quando da retirada da casca. Esta nitrila ja havia sido identificada por Hashimoto e
Kameoka (1982 e 1985) em variedades de nabo e em Brassica campestris € Rorippa indica,
dentre outras cruciferas, e recentemente, por Blazevic e Mastelic (2008) em Raphanus sativus.
O isotiocianato de ciclopentila, também presente em todas as amostras, foi o
componente majoritario na fracdo volatil do nabo com casca da amostra obtida durante o més
de dezembro (33,59%). Entretanto, com a retirada da casca observou-se uma diminui¢ado
drastica de sua concentragdo para 10,60%. Na amostra do més de junho, os percentuais
encontrados foram bem menores: 2,45 % na por¢ao com casca e 2,42% na por¢ao sem casca.
No Quadro 6 (pagina 65), ao se comparar o perfil do conteado do isotiocianato de 2-
feniletila, observa-se que ndo hd alteragdes nas amostras de dezembro, que mantém
concentragdes em torno de 15,0% com e sem casca. Ao se observar o cromatograma obtido
por CG/EM do nabo sem casca obtido em junho (Figura 44, pagina 137 em Anexos), verifica-
se um numero maior de substincias com tempo de retencdo acima de 40 minutos, que
implicaria na diminuicdo do metabdlito na amostra. Entretanto, conforme mostra o Quadro 6
(pagina 65), houve um aumento da concentragdo do derivado de 5,81%, no nabo com casca,
para 19,5%, no nabo sem casca. Nao se observa, para a amostra de dezembro, este perfil
cromatografico (Figuras 39 e 40, paginas 132 e 133 em Anexos). O valor percentual de 19,5%
encontrado para o nabo sem casca do més de junho, corrobora para esta observagdo,
mostrando um pequeno aumento em relagdo ao nabo adquirido no periodo de maior
temperatura. O isotiocianato de 2-feniletila foi encontrado também por Ju et al. (1982), em

Brassica napus L. grupo Napobrassica e B. rapa L. grupo Rapifera. Hashimoto e Kameoka



(1985) descreveram sua presenca em B. campetris, Raphanus indica € Amorasia rusticana e
Blazevic e Mastelic (2008) em folhas e raizes de Raphanus sativus. O isotiocianato de 2-
feniletila apresentou efeito protetor contra cancer de esofago, induzido por nitrosamina
(Stoewsand,1995).

Dentre o grupo das nitrilas, além da benzopropanonitrila, foram identificadas também:
a 2-metil-5-hexenonitrila (Figuras 80 e 104, paginas 171 e 186 em Anexos), nao detectada nas
amostras do més de junho, mas presente com alto rendimento no nabo adquirido em dezembro
(21,0%) e que nao foi alterado pela retirada das cascas (Figuras 39 e 40, paginas 132 e 133 em
Anexos); e a 6-(metiltio)-hexanonitrila (Figura 97, pagina 181 em Anexos), com baixa
concentragdo nas amostras de junho (0,7% no nabo com casca e apenas em quantidade-trago
na amostra sem casca), conforme mostram as Figuras 41, 42, 43 e 44 (paginas 134 a 137 em
Anexos) e o Quadro 6 (pagina 65). Esta substancia ja havia sido identificada por Hashimoto e?
al. (1982) na fragao volatil de duas variedades de B. rapa L. cultivadas no Japao.

Conforme pode ser observado nos cromatogramas obtidos por CG/EM das amostras
com e sem casca do nabo adquirido em junho (Figuras 41, 42, 43 e 44, paginas 134 a 137), o
isotiocianato de 5-(metiltio)-pentila (conhecida como berteroina) (Figuras 102 e 104, paginas
184 ¢ 185 em Anexos), eluido a 31,6 min., teve sua concentragdo aumentada com a retirada
das cascas, passando de 0,6% para 7,1% (Quadro 6, pagina 65). A presenca desta substancia
em B. rapa, ja havia sido descrita por Hashimoto et al. (1982 e 1985) e, mais recentemente,
em Raphanus sativus por Blazevic e Mastelic (2008). A berteroina, juntamente com o
isotiocianato de benzila (em baixas concentragdes na amostra) (Figuras 92 e 104, paginas 178
e 185 em Anexos), foram encontradas apenas no nabo adquirido no inverno (Quadros 4 e 5,
paginas 62 e 64). O isotiocianato de benzila, também ja havia sido identificado previamente
por Jensen et al. (1953) em B. oleracea capitata var. rubra L. e B. oleracea asparagoides

D.C. e mostrou eficicia ao bloquear o desenvolvimento de cancer mamario, induzido por



7,12-dimetilbenzantreno (DMBA), em ratas (Stoewsand, 1995). Apresentou também efeito
inibidor da proliferacdo de células do musculo liso vascular, exercendo efeito antiaterogénico
(Suh et al., 2006). Recentemente, esse isotiocianato foi identificado por Blazevic e Mastelic
(2008) em folhas de Raphanus sativus L. Foi verificada atividade antimicrobiana elevada para
o isotiocianato de benzila e de sec-butila, contra bactérias Gram positivas, Gram negativas,
fungos e leveduras, por Hashem e Saleh (1999).

De forma semelhante ao observado para o isotiocianato de ciclopentila, o isotiocianato
de sec-butila (Figuras 78, 79 e 104, paginas 172 ¢ 187 em Anexos) apresentou diminui¢do
acentuada de sua concentracdo no vegetal, com a retirada da casca, na amostra obtida em
dezembro (de 19,88% para 1,06%) (Figuras 39 e 40, paginas 134 e 135 em Anexos, € Quadro
6, pagina 65). Foram observadas reducdes também, porém nao de forma tdo acentuada, para
os isotiocianatos de isopropila (Figuras 76, 77 e 104, paginas 169 ¢ 185 em Anexos) e 3-
butenila (Figuras 84, 85 e 104, paginas 173 e 185 em Anexos) e para o trissulfeto de dimetila
(Figuras 90 e 104, paginas 176 e 186 em Anexos). Os isotiocianatos de sec-butila e de 3-
butenila ja haviam sido identificados em outras Brassicaceae, principalmente no género
Brassica (Jensen et al., 1953; Wallbank e Wheatley, 1976; Hashimoto ef al., 1982; Hashimoto
e Kameoka (1985). Doughty et al. (1996) e Rohloff e Bones (2005) constataram aumento nas
concentragdes do isotiocianato de 3-butenila e trissulfeto de dimetila, ap6s inocula¢do do
fungo Alternaria brassicae e Arabidopsis thaliana em B. rapa, sugerindo fun¢do de defesa
destas substancias contra patogenos. O trissulfeto de dimetila também havia sido encontrado
em outras variedades de nabo cultivadas no Japdo (Hashimoto et al., 1982; Hashimoto e
Kameoka, 1985). Este metabolito ¢ formado a partir do sulfoxido de (+)-S-metil-L-cisteina,
um a-acido aminado encontrado em vegetais do género Brassica (Blazevic e Mastelic, 2008).

Na fragdo NSFV  foram identificados o0s sesquiterpenos: a-cubebeno

(quantidade-traco), a-copaeno (1,19%), epizonareno (0,64%) e o-cadineno (2,08%) (Figura



29, pagina 65; Quadro 5, pagina 64). De acordo com Liang ef al. (2006), a presenca destes
sesquiterpenos no género Brassica pode representar um possivel papel no mecanismo de
defesa desses vegetais.

Nas fracdes NSFV, NCFI ¢ NSFI, foram identificados também aldeidos,
hidrocarbonetos e acidos graxos (Quadros 3, 4 e 5, paginas 60, 62 e 64).

O ftalato de di-butila, presente em praticamente todas as amostras (Quadros 2, 3,4 e 5,
paginas 59 a 64), contaminante bastante conhecido, ¢ encontrado em materiais plasticos e
pode contaminar solventes de laboratdrio, sedimentos e o solo. Em trabalho recente, Liao et
al. (2008) verificaram que varias espécies de Brassica continham este contaminante como
resultado da incorporagdo desta substincia pelos vegetais a partir de solo contaminado. Os
ftalatos sdo conhecidos por suas propriedades toxicas como disruptores enddcrinos. Estes
compostos podem alterar o desenvolvimento reprodutivo através da ligagdo a receptores
androgénicos ou estrogénicos, podendo causar atrofia testicular e redu¢do da fertilidade, em
baixas concentragdes. A principal forma de exposicdo ¢ através dos alimentos (Queiroz e
Waissmann, 2006).

Outros contaminantes foram também identificados, como por exemplo o 4-
mercaptobenzotiazol (quantidade-traco), identificado na amostra NSFV, conforme pode ser
verificado no Quadro 3 (pagina 60). Esta substancia ¢ usada como fungicida e herbicida e
pode estar presente na planta como resultado de aplicagdo de produto para o controle de
patogenos (De Wever e Verachtert, 1997). Foram identificados ainda derivados siloxanos que
sdo, geralmente, artefatos oriundos do material da coluna capilar cromatografica, mas também
podem ser encontrados no ambiente como poluentes, oferecendo risco de toxidez para o
figado, pulmdes e sistema reprodutor (Greve et al., 2008).

Song e Thornalley (2007) e del Aguila et al. (2006) verificaram que o método

culindrio pelo corte acarreta alteragdes no vegetal pois implica em rompimento de células,



ativacdo de enzimas e modificagdes no ambiente enddgeno. Estas alteragdes causam perda de
alguns componentes, particularmente, de agentes antioxidantes, € a conseqiiente diminuigao

da vida-de-prateleira do vegetal.

Quadro 2: Composi¢do da fracdo volatil das raizes do nabo com casca proveniente da Feira-livre adquirido em

dezembro (NCFV).
Substincia TR (min.) IR a1 IR Conc. (%)
Isotiocianato de isopropila 3,57 838 - 1,34
2-metil-5-hexenonitrila 4,14 867 857 21,41
Isotiocianato de sec-butila 5,77 936 - 19,88
Trissulfeto de dimetila 7,08 977 - 1,26
Isotiocianato de 3-butenila 7,55 985 - 0,88
Isotiocianato de ciclopentila 11,42 1084 - 33,59
Benzopropanonitrila 19,04 1237 - 1,03
Isotiocianato de 2-feniletila 28,57 1456 - 15,03
Hexadecano 33,00 1597 1600 tragos
Ftalato de di-octila 63,01 2537 - 5,58
Total quantificado 100,00

TR (min.) — tempo de retengdo em minutos.

IR, — indice de retengdo calculado a partir dos tempos de retengdo das substancias eluidas por CG/EM e de
uma série homologa de hidrocarbonetos alifaticos saturados (Cg a Cyg).

IR};; - indice de retencdo da literatura (Adams, 1995).

Conc. (%) - Concentragdes calculadas em % de area da analise por CG/EM.

(-) — indice de retengdo ndo descrito na literatura de referéncia (Adams, 1995).



Quadro 3: Composi¢ao da fragdo volatil das raizes do nabo sem casca proveniente da Feira-livre adquirido em

dezembro (NSFV).
Substincia TR (min.) IR catc IR ;¢ Conc. (%)
Isotiocianato de isopropila 3,49 856 - tragos
2-metil-5-hexenonitrila 4,06 873 - 21,64
Isotiocianato de sec-butila 5,53 939 - 1,06
Trissulfeto de dimetila 7,07 978 - tragos
Isotiocianato de 3-butenila 7,24 983 - tragos
Isotiocianato de ciclopentila 11,02 1083 - 10,60
Isotiocianato de cicloexila 17,67 1231 - 1,19
Benzopropanonitrila 18,36 1237 - 3,67
a-cubebeno 22,46 1354 1351 tragos
a-Copaeno 23,70 1374 1376 1,19
Isotiocianato de 2-feniletila 28,11 1456 - 15,49
Epizonareno 29,04 1497 1497 0,64
d-cadineno 29,85 1519 1524 2,08
Hexadecano 33,05 1597 1600 tragos
Dodecilcicloexano 36,37 1683 - 6,15
Ftalato de butila 42.89 1872 - 2,06
Acido hexadecanoico 46,70 1960 - 1,99
4-mercaptobenzotiazol 48,35 2040 - Tragos
Acido octadecadiendico 49,66 2130 - 0,98
Acido octadecendico 52,05 2144 - 2,93
Docosano 54,51 2201 2200 0,82
Acido octadecendico (isdmero) 54,69 2233 - 2,42
N,N-dimetilexanamida 55,01 2267 - 0,95
Nao identificado 55,44 2282 - 1,13
Naio identificado 55,68 2290 - 3,48
Nao identificado 60,43 2471 - 1,41




Nao identificado 60,61 2479 - 1,33

Ftalato de di-octila 62,20 2542 - 6,55

Nao identificado 62,44 2552 - 1,86

Nao identificado 65,45 2657 - 3,94

Nao identificado 67,41 2718 - 3,77

Total quantificado 99,33

TR (min.) — tempo de retencdo em minutos.

IR — indice de retengdo calculado a partir dos tempos de retencdo das substancias eluidas por CG/EM e de
uma série homodloga de hidrocarbonetos alifaticos saturados (Cg a Csg).

IR}, - indice de retencdo da literatura (Adams, 1995).

Conc. (%) - Concentragdes calculadas em % de area da analise por CG/EM.

(-) — indice de retencdo ndo descrito na literatura de referéncia (Adams, 1995).



Quadro 4:. Composi¢ao da fragao volatil das raizes do nabo com casca proveniente da Feira-livre adquirido em

junho (NCFI).

Substincia TR (min.) IR a1 IRy; Conc. (%)
Isotiocianato de ciclopentila 9,84 1084 - 2,45
Isotiocianato de benzila 15,65 1122 - 0,39
Benzopropanonitrila 16,43 1241 - 1,22
Isotiocianato de 2-feniletila 26,16 1462 - 5,82
Isotiocianato de 5-(metiltio)-pentila 29,54 1543 - 0,60
N,4-dimeti-benzenesulfonamida 34,70 1673 - 0,47
Nao identificado 38,05 1763 - 0,38
hexadecametil octasiloxano * 38,53 1776 - 0,42
Octadecano 40,81 1800 1800 0,60
Ftalato de di-butila 41,45 1856 - 492
Ester metilico do ac. hexadecandico 43,75 1925 1927 1,13
Ftalato de dibutila 44,69 1953 - 1,01

Acido hexadecanoico 45,30 1960 - 16,02
Eicosano 46,21 1996 2000 0,34
Heneicosano 49,32 2095 2100 1,42
Nao identificado 50,77 2143 - 5,62
Nao identificado 50,9 2148 - 2,91
Docosano 52,49 2200 - 1,44
Tricosano 55,49 2302 2300 4,34
hexadecametil octasiloxano * 56,40 2333 - 1,66
Adipato de di-isooctila 57,35 2386 - 1,56
Tetracosano 58,32 2398 2400 1,25
hexadecametil octasiloxano * 60,10 - - 2,01
hexadecametil octasiloxano* 61,08 - - 5,97
Pentacosano 61,85 2501 2500 6,81




Hexacosano 63,60 2599 - 2,25

Heptacosano 66,26 2701 1,72

Acetato de farnesila 68,95 - - 1,37
Octacosano 71,13 - - 0,98

Total quantificado 77,08

TR (min.) — tempo de retencdo em minutos.

IR .. — indice de retengdo calculado a partir dos tempos de retencdo das substancias eluidas por CG/EM e de
uma série homodloga de hidrocarbonetos alifaticos saturados (Cg a Csg).

IR}, - indice de retencdo da literatura (Adams, 1995).

Conc. (%) - Concentracdes calculadas em % de area da analise por CG/EM.

(-) — indice de retencao ndo descrito na literatura de referéncia (Adams, 1995).

(*) - isdmeros identificados, mas ndo diferenciados.




Quadro 5: Composi¢ao da fragdo volatil das raizes do nabo sem casca proveniente da Feira-livre adquirido em

junho (NSFI).
Substincia TR (min.) IR cate IRy; Conc.(%)

Benzoacetaldeido 8,60 1042 1043 0,88
Isotiocianato de ciclopentila 9,88 1082 - 2,42
Undecano 10,49 1098 1099 1,03
Isotiocianato de benzila 15,61 1113 tracos
Benzopropanonitrila 16,43 1238 - 1,45
6-(metiltio) hexanonitrila 19,79 1315 - 0,74
Isotiocianato de 2-feniletila 26,19 1463 - 19,5
Isotiocianato de 5-(metiltio)-pentila 29,56 1542 - 7,18
Ftalato de di-butila 41,46 1856 - 11,52
Palmitato de metila 43,76 1925 1927 1,55

Ftalato de di-butila 44,70 1953 - 2,13

Acido hexadecanoico 45,15 1965 - 6,8
Hexadecametil octasiloxano* 52,48 2200 - 1,24
Naio identificado 52,49 2200 - 1,59
Tricosano 55,48 2302 2300 1,32
Hexadecametil octasiloxano* 56,40 2333 - 1,89
Hexadecametil octasiloxano* 60,11 2464 - 2,44
Ftalato de di-octila 61,85 2531 - 10,60

Nao identificado 68,95 - - 5,10
Total quantificado 79,41

TR (min.) — tempo de retengdo em minutos.

IR, — indice de retencdo calculado a partir dos tempos de retengdo das substancias eluidas por CG/EM e de
uma série homologa de hidrocarbonetos alifaticos saturados (Cg a Cyg).

IR};; - indice de retencdo da literatura (Adams, 1995).

Conc. (%) - Concentragdes calculadas em % de area da analise por CG/EM.

(-) — indice de retencdo ndo descrito na literatura de referéncia (Adams, 1995).

(¥) - isdbmeros identificados, mas ndo diferenciados.



Quadro 6: Derivados de glicosinolatos identificados fragdo volatil das raizes do nabo da Feira-livre adquirido em

dezembro e em junho.

DEZEMBRO (%) JULHO (%)
Substéncia Com casca Sem casca Com casca Sem casca

Isotiocianato de isopropila 1,34 tragos ND ND
2-metil-5-hexenonitrila 21,41 21,64 ND ND
Isotiocianato de sec-butila 19,88 1,06 ND ND
Trissulfeto de dimetila 1,26 tragos ND ND
Isotiocianato de 3-butenila 0,88 tragos ND ND
Isotiocianato de ciclopentila 33,59 10,60 2,45 2,42

Isotiocianato de benzila ND ND 0,39 tragos
Benzopropanonitrila 1,03 3,67 1,22 1,44
Isotiocianato de cicloexila ND 1,19 ND ND
6-(metiltio)-hexanonitrila ND ND tragos 0,76
Isotiocianato de 2-feniletila 15,03 15,49 5,81 19,5
Isotiocianato de 5-(metiltio)-pentila ND ND 0,67 7,12

(%) - Concentragdes calculadas em % de area da analise por CG/EM.

ND — ndo detectado

H

epizonareno N

a-copaeno

a-cubebeno

0-cadineno

Figura 29: Sesquiterpenos identificados na fragao volatil NSFV.




4.1.2 Amostras provenientes do Supermercado

4.1.2.1 Identificacio de componentes das fracdes volateis das raizes do nabo

Os Quadros 7 e 8 (paginas 70 e 71), mostram os resultados da composi¢ao e
rendimento para o nabo com e sem casca, respectivamente, adquiridos em janeiro. Os
rendimentos (concentragdes) foram calculados em % de area da andlise por CG-DIC, cujos
cromatogramas encontram-se apresentados nas Figuras 45 e 47 (paginas 138 e 140 em
Anexos).

O isotiocianato de 2-feniletila foi a substancia que apresentou o maior percentual em
todas as amostras analisadas procedentes do Supermercado, inclusive nas adquiridas em julho
(Quadros 9 e 10, paginas 73 e 74). Com a retirada das cascas, verificou-se uma diminui¢ao na
sua concentracao de 61,98% para 28,16%, na amostra adquirida em janeiro, e de 77,76% para
31,51%, na amostra obtida em julho (Quadro 11, pagina 75). Deve-se considerar a
comprovada atividade anticarcinogénica desta substancia (Stoewsand, 1995), j4 mencionada
anteriormente, na protecdo contra o cancer de esdfago, e o declinio significativo de suas
concentragdes com retirada da casca do nabo. Estes resultados sugerem uma possivel
diminui¢do das propriedades funcionais, relacionadas as atividades farmacologicas do
isotiocianato em questdo, com a operacao utilizada.

A outra substancia com atividade farmacologica comprovada, detectada nas amostras
obtidas do Supermercado, foi o isotiocianato de 4-(metiltio)-butila (Figuras 98 e 104, paginas
181 e 185 em Anexos), conhecida também como erucina, em concentragao de 1,12% no nabo
com casca obtido em janeiro, que diminui para 0,92% com a retirada da mesma. Nas
amostras adquiridas em julho, esta substancia foi encontrada apenas em quantidade-traco

(Quadro 11, pagina 75). De acordo com Barillari et al. (2005) a erucina e seu precursor, o



glicosinolato de 4-(metiltio)-butila, apresentam pronunciada atividade antioxidante.
Fimognari et al. (2004) mostraram que a erucina induz, seletivamente, a apoptose em células
humanas leucé€micas, o que nao ocorre para linfocitos T normais. Os autores citam a erucina
como um agente promissor na terapia do cancer. Esta substancia ndo foi encontrada nas
amostras de nabo provenientes da Feira-livre. E importante ressaltar que a erucina é o
componente preponderante na rucula, conforme serd apresentado mais adiante.

A benzopropanonitrila, também detectada em concentragdo apreciavel na amostra com
casca coletada em janeiro (16,19%), teve sua concentracdo diminuida para 5,03%, apos a
operacgdo pelo corte. Na amostra obtida em julho, a concentragdo caiu de 3,98% para 1,43%.
O isotiocianato de 5-(metiltio)-pentila (Figuras 102 e 104, paginas 184 e 185 em Anexos)
mostrou menor rendimento com a retirada da casca (5,26% para 4,60%, Quadros 9 e 10,
paginas 73 e 74) na amostra adquirida no més de julho. De forma contraria, a amostra
adquirida no més de janeiro apresentou aumento com a retirada da casca (6,88%, na amostra
com casca e 8,91% na amostra sem casca) (Quadro 11, pagina 75).

Algumas substancias, detectadas apenas nas amostras do més de janeiro, tiveram suas
concentragdes aumentadas com a retirada da casca, como por exemplo, o 2-metil-5-
hexenonitrila que passou de 2,23% para 14,25% e o isotiocianato de 3-butenila, que aumentou
de 0,39% para apenas 0,89%. As demais substincias ndo detectadas nas amostras adquiridas
no inverno foram: trissulfeto de dimetila e os isotiocianatos de butila e de benzila (Quadro 11,
pagina 75).

O isotiocianato de 3-fenilpropila (Figuras 91 e 104, paginas 177 e 185 em Anexos)
apresentou aumento significativo com a retirada da casca nas amostras adquiridas em julho
(1,02% para 16,0%). Nas amostras adquiridas em janeiro, esta substincia foi detectada apenas
nas por¢des com casca na propor¢ao de 2,53%. O isotiocianato de 3-fenilpropila foi

encontrado também na fragdo volatil do morango, e mostrou inibir a proliferacao de células



cancerosas escamosas, em esofago de ratos (Stoner et al., 2007). Esta substancia, assim como
o isotiocianato de 6-(metiltio)-hexila (Figuras 93 e 104, paginas 178 ¢ 186 em Anexos) e o
ciclotiooctano (Figuras 99 e 104, paginas 182 e 186 em Anexos), nao foram detectados nas
amostras de nabo adquiridas na Feira-livre. O isotiocianato de 6-(metiltio)-hexila ja havia sido
identificado por Kjer e Schuster (1973) em sementes de Erysimum rhaeticum Schleich. ex
DC., e considerado de importancia para a classificacio quimiotaxonomica da espécie na
familia Brassicaceae. A presenca do ciclotiooctano foi descrita para a fra¢dao volatil de caule,
folhas e flores de Arabidopsis thaliana (Rohloff e Bones, 2005) e das flores e folhas de Eruca
sativa (Mastelic et al., 2008).

Song e Thornalley (2007) verificaram que quando vegetais da familia Brassicaceae
sao picados ocorre perda de até 75% dos glicosinolados presentes. Quanto maior o tempo de
exposicao apds o fracionamento do vegetal, a temperatura ambiente, maior a perda dos
glicosinolatos. Cerca de 30 a 50% desses glicosinolatos sao convertidos para isotiocianatos,
indicando que outros produtos de hidrolise sdo originados pela agdo da enzima mirosinase. De
acordo com os autores, alguns isotiocianatos de alta volatilidade, como o isotiocianato de
alila, que ndo foi detectado nas amostras analisadas, podem sofrer perda por evaporagdo. De
certo modo, conforme pode ser observado no Quadro 11 (pagina 75), as substincias de menor
tempo de retencdo, ou seja, de maior volatilidade, apresentaram concentragdes menores nas
amostras analisadas ou ndo foram detectadas. E possivel que o método de corte tenha
contribuido para que determinadas substincias ndo tenham sido detectadas. Entretanto,
observou-se que o 2-metil-5-hexenonitrila e isotiocianato de 3-butenila, que eluem da coluna
logo nos cinco primeiros minutos, tiveram suas concentragdes aumentadas com a retirada da
casca (Quadro 11, pagina 75).

Kjeer et al. (1978) verificaram que os isotiocianatos sdo rapidamente catabolizados

durante as diversas formas de manipulacdo. Segundo os autores, as diferencas nas



concentragdes de isotiocianatos e nitrilas dependem, em parte, dos métodos de colheita e
extracdo, concluindo que o perfil de volateis de vegetais processados varia,
significativamente, de acordo com os métodos empregados.

Outro fator que pode afetar o contetido de glicosinolatos nos vegetais cruciferos ¢ a
quantidade de enxofre e ions sulfato na solugdo nutriente para o cultivo dos vegetais. O ion
sulfato participa nas etapas inicial e final da biossintese do metabolito. A quantidade total de
glicosinolatos e isotiocianatos aumenta com a aplicacdo de uma quantidade maior de sulfato.
Da mesma forma, a caréncia de enxofre na solucdo nutriente causa uma deficiéncia no
vegetal, influenciando na menor producdo de glicosinolatos (Ishii, 1991), explicando, em
parte, a diferenca qualitativa em relacdo as amostras adquiridas na Feira-livre e no
Supermercado, por serem de procedéncias diferentes. A comparagdo em termos quantitativos
ndo sera feita em funcdo do uso de detectores diferentes para o calculo das concentracdes
percentuais das amostras dos dois estabelecimentos: CG/EM para as amostras da Feira-livre e
CG/DIC para aquelas do Supermercado.

As demais substancias identificadas incluem o alcool 3-hexen-1-ol, benzoacetaldeido,

hidrocarbonetos e acidos graxos (palmitico, linoléico, linolénico e oléico).



Quadro 7: Composicao da fracdo volatil das raizes do nabo com casca proveniente do Supermercado adquirido

em janeiro (NCSV).
Substincia TR (min.) TR a1 IR ;¢ Conc. (%)
3-hexen-1-ol 1,70 857 857 0,41
2-metil-5-hexenonitrila 2,59 872 - 2,23
2-metil-4-heptanona 3,31 918 923 0,36
Isotiocianato de butila 3,57 932 - tragos
Isotiocianato de 3-butenila 4,74 983 - 0,39
Benzoacetaldeido 6,52 1044 1043 1,00
Isotiocianato de ciclopentila 7,65 1081 - 4,57
Isotiocianato de benzila 8,89 1116 - 0,80
Benzopropanonitrila 13,89 1239 - 16,19
6-(metiltio)-hexanonitrila 17,09 1311 - 1,50
Isotiocianato de 4-(metiltio)-butila 21,84 1422 - 1,12
Isotiocianato de 2-feniletila 23,40 1459 - 61,98
Pentadecano 26,00 1500 1500 tragos
Isotiocianato de 5-(metiltio)-pentila 26,66 1537 - 6,88
Isotiocianato de 6-(metiltio)-hexila 30,50 1646 - tracos
Acido hexadecendico 41,52 1936 - 0,46
Acido hexadecanoico 42,27 1958 - 1,06
Ac. octadecadiendico (linoléico) 47,56 2127 - 0,41
Ac. octadecatriendico (linolénico) 47,72 2133 - 0,58
Acido octadecendico (0léico) 48,00 2142 - tragos
Total quantificado 99,94

TR (min.) — tempo de retengcdo em minutos.

IR, — indice de retencgdo calculado calculado a partir dos tempos de retencdo das substancias eluidas por CG-
DIC e de uma série homologa de hidrocarbonetos alifaticos saturados (Cg a Cyg).

IRy; - indice de retengdo da literatura (Adams, 1995).

Conc. (%) - Concentragdes calculadas em % de area da analise por CG (DIC).

(-) — indice de retencdo ndo descrito na literatura de referéncia (Adams, 1995).



em janeiro (NSSV).

Quadro 8: Composigo da fragdo volatil das raizes do nabo sem casca proveniente do Supermercado adquirido

Substincia TR (min.) IR cate IR ;¢ Conc. (%)

3-hexen-1-ol 1,64 854 857 1,19
2-metil-5-hexenonitrila 2,56 870 - 14,25
heptanal 3,14 909 899 0,60
Isotiocianato de butila 3,57 932 - 0,83
Trissulfeto de dimetila 3,90 958 - tragos
Isotiocianato de 3-butenila 4,68 982 - 0,89
Benzoacetaldeido 6,44 1040 1043 0,71
Isotiocianato de ciclopentila 7,63 1081 - 8,83
Isotiocianato de benzila 8,76 1112 - 0,56
Naio identificado 9,17 1124 - 0,23

Naio identificado 11,85 1190 - 0,33
Benzopropanonitrila 13,80 1237 - 5,03
decanol 15,20 1270 1272 0,44

Naio identificado 15,81 1285 - 0,28

Nao identificado 16,03 1297 - 0,27
6-(metiltio)-hexanonitrila 17,06 1311 - 1,82
dimetildodecano 17,23 1317 - 0,53

Naio identificado 20,48 1389 - 0,36

Nio identificado 20,67 1393 - 0,53
Isotiocianato de 4-(metiltio)-butila 21,81 1421 - 0,92
Isotiocianato de 2-feniletila 23,35 1458 - 28,16
dodecanol 24,30 1478 1473 0,27

Nao identificado 24,89 1493 - 1,85
Pentadecano 25,23 1500 1500 0,19
Isotiocianato de 5-(metiltio)-pentila 26,68 1538 - 8,91
Isotiocinato de 3-fenilpropila 28,93 1592 - 2,53




Isotiocianato de 6-(metiltio)-hexila 30,50 1646 - tragos
Nao identificado 32,82 1692 2,31
Octadeceno 36,52 1792 1793 1,17

Ftalato de di-isobutila 38,50 1850 - 0,86
Nonadecano 39,41 1895 1900 0,64

Acido hexadecandico (palmitico) 42,30 1960 - 1,58
Ciclotiooctano 43,40 1990 - 1,00
Eneicosano 46,17 2095 2100 0,85

Ac. Octadecadienéico (linoléico) 47,66 2130 - 0,34
Ac. Octadecatriendico (linolénico) 47,85 2136 - 0,60
Ac. octadecenoico (oléico) 48,03 2143 - 0,40
Docosano 49,80 2200 2200 tragos

Tricosano 52,70 2302 2300 1,30
Tetracosano 55,52 2400 2400 0,71

ftalato 58,05 2455 - 2,16

Pentacosano 60,04 2500 2500 0,26

Nao identificado 62,84 2549 - 0,41

Total quantificado 95,10

TR (min.) — tempo de retengdo em minutos.

IR, — indice de retengdo calculado calculado a partir dos tempos de retengdo das substancias eluidas por CG-
DIC e de uma série homoéloga de hidrocarbonetos alifaticos saturados (Cg a Cyg).

IR};; - indice de retencdo da literatura (Adams, 1995).

Conc. (%) - Concentragdes calculadas em % de area da analise por CG (DIC).

(-) — indice de retencdo ndo descrito na literatura de referéncia (Adams, 1995).



Quadro 9: Composigdo da fragao volatil das raizes do nabo com casca proveniente do Supermercado adquirido

em julho (NCSI).
Substancia TR (min.) IR 41 IRy Conc. (%)
3-hexen-1-ol 1,70 857 857 tragos
Isotiocianato de ciclopentila 7,63 1081 - tragos
Nao identificado 11,90 1183 - 0,5
Benzopropanonitrila 13,82 1238 - 3,98
6-(metiltio)-hexanonitrila 17,06 1311 tracos
Isotiocianato de 4-(metiltio)-butila 21,81 1421 - tragos
Isotiocianato de 2-feniletila 23,60 1460 - 77,76
Pentadecano 25,90 1500 1500 tragos
Isotiocianato de 5-(metiltio)-pentila 26,70 1538 - 5,26
Isotiocianato de 3-fenilpropila 28,92 1592 - 1,02
Isotiocianato de 6-(metiltio)-hexila 30,70 1648 - tragos
Heptadecano 32,77 1700 1700 2,05
Octadeceno 36,51 1792 1793 2,06
Acido hexadecanoico 42,36 1960 - 1,23
Ciclotiooctano 43,43 1990 1,64
Ac.octadecadienoico (linoléico) 47,50 2131 - tragos
Ac. octadecatriendico (linolénico) 47,70 2137 - tragos
Octadecendico 48,00 2142 - tragos
Pentacosano 59,88 2497 2500 tragos
Hexacosano 66,05 2599 - 2,50
Total quantificado 97,50

TR (min.) — tempo de retencdo em minutos.

IR, — indice de retengdo calculado a partir dos tempos de retengdo das substancias eluidas por CG-DIC e de
uma série homologa de hidrocarbonetos alifaticos saturados (Cg a Cyg).

IRy;; - indice de retengdo da literatura (Adams, 1995).

Conc. (%) - Concentragdes calculadas em % de area da analise por CG (DIC).

(-) — indice de retencdo ndo descrito na literatura de referéncia (Adams, 1995).



Quadro 10: Composigdo da fracdo volatil das raizes do nabo sem casca proveniente do Supermercado adquirido

em julho (NSSI).
Substincia TR (min.) TR a1 IRy; Conc. (%)
3-hexen-1-ol 1,70 857 857 0,5
Isotiocianato de ciclopentila 7,63 1081 - tragos
Benzopropanonitrila 13,89 1238 - 1,43
6-(metiltio)-hexanonitrila 17,06 1311 - 0,20
Nao identificado 20,68 1394 - 3,31
Isotiocianato de 4-(metiltio)-butila 21,81 1421 - tracos
Isotiocianato de 2-feniletila 23,19 1456 - 31,51
Nao identificado 24,68 1488 - 3,43
Nio identificado 24,80 1492 3,05
Isotiocianato de 5-(metiltio)-pentila 26,57 1535 - 4,60
Isotiocianato de 3-fenil propila 28,93 1592 - 16,0
Isotiocianato de 6-(metiltio)-hexila 30,70 1648 - tracos
Heptadecano 32,81 1701 1700 11,53
Octadeceno 36,52 1792 1793 8,11
Ftalato de di-isobutila 38,60 1850 - 0,20
Acido hexadecanéico 42,33 1960 - 0,68
Ciclotiooctano 43,42 1990 - 7,48
Ac. octadecadiendico 47,50 2130 - tragos
Ac. octadetriendico 47,70 2137 - tragos
Ac. octadecendico 48,00 2142 - tragos
Tetracosano 55,52 2400 - 1,56
Nio identificado 66,05 2608 - 2,50
Total quantificado 99,89

TR (min.) — tempo de retengdo em minutos.

IR, — indice de retengdo calculado a partir dos tempos de retengdo das substancias eluidas por CG-DIC e de
uma série homologa de hidrocarbonetos alifaticos saturados (Cg a Cyg).

IRy;; - indice de retengdo da literatura (Adams, 1995).

Conc. (%) - Concentragdes calculadas em % de area da analise por CG (DIC).

(-) — indice de retencdo ndo descrito na literatura de referéncia (Adams, 1995).



Quadro 11: Derivados de glicosinolatos identificados das raizes do nabo proveniente do Supermercado adquirido

em janeiro e em julho.

JANEIRO (%) JULHO (%)
Substéncia Com casca Sem casca Com casca Sem casca
2-metil-5-hexenonitrila 2,23 14,25 ND ND
Isotiocianato de butila tragos 0,83 ND ND
Trissulfeto de dimetila ND tragos ND ND
Isotiocianato de 3-butenila 0,39 0,89 ND ND
Isotiocianato de ciclopentila 4,57 8,83 tragos tracos
Isotiocianato de benzila 0,80 0,56% ND ND
Benzopropanonitrila 16,19 5,03 3,98 1,43
6-(metiltio)-hexanonitrila 1,50 1,82 tragos 0,20
Isotiocianato de 4-(metiltio)-butila 1,12 0,92 tragos tragos
Isotiocianato de 2-feniletila 61,98 28,16 717,76 31,51
Isotiocianato de 5-(metiltio)-pentila 6,88 8,91 5,26 4,60
Isotiocianato de 3-fenilpropila ND 2,53 1,02 16,00
Isotiocianato de 6-(metiltio) hexila tragos tragos tragos tragos
Ciclotiooctano ND 1,00 1,64 7,48

(%) - Concentragdes calculadas em % de area da analise por CG-DIC.
ND — nao detectada



4.1.3 Amostra proveniente do Hortifruti

4.1.3.1 Identificacio de componentes das fracdes volateis das raizes do nabo

As amostras dos nabos provenientes do Hortifruti foram adquiridas em fevereiro e em
julho e os resultados das quantidades relativas e da composicdo para as fragdes volateis
obtidas por hidrodestilagdo das por¢des com e sem casca (NCHV, NSHV, NCHI e NSHI,
respectivamente), encontram-se apresentados nos Quadros 12, 13, 14 e 15 (paginas 78 a 81) e,
as quantidades relativas das amostras NCHV e NSHV, foram calculadas em % de area da
analise por CG/EM (Figuras 52 e 53, paginas 145 e 146 em Anexos).

Na fragao volatil do nabo adquirido em fevereiro, foram identificados 12 derivados de
glicosinolatos na por¢ao com casca ¢ 11 na por¢do sem casca (Quadro 16, pagina 82). O
componente majoritario na amostra NCHV foi o 2-metil-5-hexenonitrila (41,42% no nabo
com casca), que apresentou reducdo consideravel para 22,58% apo0s a retirada da casca. As
demais substancias que apresentaram reducdo na concentragdo, apds retirada da casca, foram
os isotiocinatos de isopropila (de 0,66% para quantidade-traco), de sec-butila (de 9,33% para
2,08%), de 3-butenila (de 1,88% para quantidade-traco) e de ciclopentila (de 15,14% para
4,64%) e a octanonitrila (de 0,76% para quantidade-trago) (Figuras 95 e 96, pagina 180 em
Anexos). O trissulfeto de dimetila, presente na concentragdo de 0,69% no nabo com casca,
ndo foi detectado com a retirada da mesma.

A exemplo das amostras anteriores, obtidas de outros estabelecimentos, o
isotiocianato de 2-feniletila estd presente em altas concentracdes nas fracdes da amostra
obtida em fevereiro (18,16% na amostra com casca e 45,54% na amostra sem casca). De
modo semelhante, a benzopropanonitrila, detectado a 6,11% na por¢do com casca e¢ 11,72%

na sem casca, 6-(metiltio)-hexanonitrila (1,06% na por¢do com casca e 3,54% na sem casca) e



isotiocianato de 5-(metiltio)-pentila (1,54% na porcdo com casca e 4,27% na sem casca),
tiveram suas concentragdes aumentadas com a retirada da casca, conforme mostra o Quadro
16 (pagina 82).

As amostras obtidas em julho, NCHI e NSHI, foram analisadas por CG/EM
(cromatogramas das Figuras 55 e 57, paginas 148 e 150 em Anexos) e por CG-DIC
(cromatogramas das Figuras 54 e 56, paginas 147 ¢ 149 em Anexos), que, conforme pode ser
observado apresentaram diferencas marcantes com relagdo a presenca de derivados dos
glicosinolatos. Os Quadros 14 e 15 (paginas 80 e 81) mostram a relagdo das substincias
tentativamente identificadas para as amostras analisadas por CG-DIC. Os percentuais
relativos para esta analise ndo foram obtidos. Na por¢cdo com casca foram detectados os
isotiocinatos de ciclopentila, de 4-(metiltio)-butila, de 2-feniletila e de 5-(metiltio)-pentila,
além de benzopropanonitrila. Conforme pode ser observado nos cromatogramas das duas
amostras ¢ no Quadro 16, pagina 82, houve um aumento dos isotiocianatos de 4-(metiltio)-
butila (de quantidade-trago para 0,40%), de 2-feniletila (de 18,16% para 45,54%) e de 5-
(metiltio)-pentila (de 1,54% para 4,27%) com a retirada da casca. O mesmo pode ser
observado para benzopropanonitrila, em alta concentragdo na por¢do com casca e que nao foi
detectada por CG-DIC, com a retirada da mesma. Conforme pode ser observado nos
cromatogramas da amostra adquirida em julho (Figuras 55 e 57, péaginas 148 e 150 em
Anexos), obtidos pela analise por CG/EM, s6 foi possivel detectar dois isotiocianatos: o
isotiocianato de 2-feniletila (18,16% na por¢do com casca e 45,54% na por¢do sem casca) € 0
isotiocianato de 5-(metiltio)-pentila (1,54% na por¢do com casca e 4,27% na por¢do sem
casca). Para os dois isotiocianatos, ¢ possivel observar um aumento consideravel de suas

concentragdes com a retirada da casca.



Quadro 12: Composicdo da fracdo volatil do nabo com casca proveniente do Hortifruti adquirido em fevereiro

(NCHV).
Substincia TR (min.) IR cate IRy; Conc. (%)

Isotiocianato de isopropila 3,47 837 - 0,66
3-hexeno-1-ol 3,90 862 857 0,72
2-metil-5-hexenonitrila 4,16 876 - 41,42
Isotiocianato de sec-butila 5,62 939 - 9,33
Trissulfeto de dimetila 6,83 958 - 0,69
Isotiocianato de 3-butenila 7,23 985 - 1,88
Octanonitrila 9,55 1051 - 0,76
Isotiocianato de ciclopentila 11,17 1086 - 15,14
Benzopropanonitrila 18,49 1236 - 6,11
6-(metiltio)- hexanonitrila 21,87 1315 - 1,06
Isotiocianato de 4-(metiltio)-butila 24,7 1422 - 0,01
Isotiocianato de 2-feniletila 28,29 1457 - 18,16
Isotiocianato de 5-(metiltio)-pentila 31,52 1537 - 1,54
Ftalato de di-butila 42,97 1872 - 0,72

Ftalato de di-octila 61,99 2544 - 1,80
Total quantificado 100,00

TR (min.) — tempo de retengdo em minutos.

IR, — indice de retencdo calculado a partir dos tempos de retengdo das substancias eluidas por CG/EM e de
uma série homologa de hidrocarbonetos alifaticos saturados (Cg a Cyg).
IRy; - indice de retengdo da literatura (Adams, 1995).

Conc. (%) - Concentragdes calculadas em % de area da analise por CG/EM.
(-) — indice de reten¢do ndo descrito na literatura de referéncia (Adams, 1995).



Quadro 13: Composi¢do da fragdo volatil do nabo sem casca proveniente do Hortifruti adquirido em fevereiro

(NSHV).
Substincia TR (min.) IR .1e IR Conc. (%)
Isotiocianato de isopropila 3,42 835 - tragos
3-hexeno-1-ol 3,93 861 857 tragcos
2-metil-5-hexenonitrila 4,09 872 - 22,58
Isotiocianato de sec-butila 5,60 938 - 2,08
Isotiocianato de 3-butenila 7,03 983 - tracos
Octanonitrila 9,50 1050 - tragos
Isotiocianato de ciclopentila 11,13 1086 - 4,64
Benzopropanonitrila 18,53 1237 - 11,72
6-(metiltio)-hexanonitrila 21,93 1331 - 3,54
Isotiocianato de 4-(metiltio)-butila 26,84 1424 - 0,46
Isotiocianato de 2-fenil etila 28,35 1459 - 45,54
Isotiocianato de 5-(metiltio)-pentila 31,60 1539 - 4,27
Naio identificado 49,04 2062 - 0,99
Docosano 53,10 2201 2200 0,39
Tricosano 55,85 2301 2300 0,36
Pentacosano 61,15 2509 2500 2,43
Ftalato de dioctila 61,99 2544 - 1,00
Total quantificado 100,00

TR (min.) — tempo de retencdo em minutos.

IR, — indice de retencdo calculado a partir dos tempos de retengdo das substancias eluidas por CG/EM e de
uma série homologa de hidrocarbonetos alifaticos saturados (Cg a Cyg).

IRy; - indice de retengdo da literatura (Adams, 1995).

Conc. (%) - Concentragdes calculadas em % de area da analise por CG/EM.

(-) — indice de retencdo ndo descrito na literatura de referéncia (Adams, 1995).



Quadro 14: Composigdo da fragdo volatil do nabo com casca proveniente do Hortifruti adquirido em julho

(NCHI).

Substincia TR (min.) TR a1 IRy
3-hexen-1-ol 1,70 862 857

Isotiocianato de ciclopentila 7,00 1083 -

Benzopropanonitrila 13,26 1234 -

Nio identificado 16,32 1293 -

Isotiocianato de 4-(metiltio)-butila 21,00 1418 -

Isotiocianato de 2-feniletila 22,47 1454 -

Isotiocianato de 5-(metiltio)-pentila 25,70 1532 -

TR (min.) — tempo de retengdo em minutos.

IR, — indice de retengdo calculado a partir dos tempos de retengdo das substancias eluidas por CG-DIC e de
uma série homologa de hidrocarbonetos alifaticos saturados (Cg a Cyg).

IRy; - indice de retengdo da literatura (Adams, 1995).

(-) — indice de retencdo ndo descrito na literatura de referéncia (Adams, 1995).



Quadro 15: Composi¢do da fragdo volatil do nabo sem casca proveniente do Hortifruti adquirido em julho

(NSHI).
Substincia TR (min.) TR a1 IRy
3-hexeno-1-ol 1,70 862 857
2-metil-5-hexenonitrila 2,62 873 -
Isotiocinato de sec-butila 3,75 940 -
Isotiocianato de ciclopentila 7,07 1085 -
Isotiocianato de benzila 8,80 1113 -
Nao identificado 8,90 1116 -
Nao identificado 11,87 1190
Nao identificado 16,51 1297
Naio identificado 18,12 1336
Isotiocianato de 4-(metiltio)-butila 21,29 1417 -
Isotiocianato de 2-feniletila 22,15 1453 -
pentadecano 25,40 1505 1500
hexadecano 29,75 1608 1600

TR (min.) - tempo de retengdo em minutos.

IR, — indice de retengdo calculado a partir dos tempos de retengdo das substancias eluidas por CG-DIC ¢
de uma série homologa de hidrocarbonetos alifaticos saturados (Cg a Cg).

IRy, - indice de retengdo da literatura (Adams, 1995).

(-) - indice de retencdo nao descrito na literatura de referéncia (Adams, 1995).



Quadro 16: Derivados de glicosinolatos detectados no nabo proveniente do Hortifruti adquirido em fevereiro.

FEVEREIRO (%)
Substéncia Com casca Sem casca
Isotiocianato de isopropila 0,66 tragos
2-metil-5-hexenonitrila 41,42 22,58
Isotiocianato de sec-butila 9,33 2,08%
Trissulfeto de dimetila 0,69 ND
Isotiocianato de 3-butenila 1,88 tragcos
Octanonitrila 0,76 tragos
Isotiocianato de ciclopentila 15,14 4,64
Benzopropanonitrila 6,11 11,72
6-(metiltio) hexanonitrila 1,06 3,54
Isotiocianato de 4-(metiltio)-butila tragos 0,4
Isotiocianato de 2-feniletila 18,16 45,54
Isotiocianato de 5-(metiltio)-pentila 1,54 4,27

(%) - Concentragdes calculadas em % de area da analise por CG/EM.

ND - ndo detectada




4.1.1.2 Atividade antioxidante

As amostras de nabo, rabanete e rucula, adquiridas nos estabelecimentos comerciais
(Feira-livre, Supermercado e Hortifruti), apresentaram perfis semelhantes para a atividade
antioxidante, portanto, serd apresentado como modelo, neste trabalho, um exemplo de cada
espécie e de cada estabelecimento.

A curva-padrao com o extrato de Ginkgo biloba EGb 761 em solugdo aquosa (Figura
30, abaixo), foi construida nas concentragdes de 5, 10, 25, 50, 100 e 250 pug/ml, da qual
obteve-se o coeficiente de correlacao R?= 0,9544 e valores de CE»s = 8,15 £ 0,012 pg/ml.

Ao se comparar os perfis dos graficos e o valor de CE;s da curva-padrao com os das
espécies estudadas, nota-se que a atividade antioxidante destas ¢ consideravelmente inferior a
do padrao de Ginkgo biloba utilizado.

A seguir encontram-se os graficos correspondentes a atividade antioxidante do extrato

aquoso do nabo, obtido na Feira-livre durante os meses de dezembro (Figura 31) e junho

(Figura 32).
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Figura 30: Gréfico da atividade antioxidante (%) versus concentragdo (pg/ml) do extrato aquoso do padrdo

de Ginkgo biloba EGb 761.
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Figura 31: Grafico da atividade antioxidante (%) versus concentra¢ao (pg/ml) de extrato aquoso de Brassica

rapa L. (nabo) obtido na Feira-livre durante o més de dezembro.
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Figura 32: Grafico da atividade antioxidante (%) versus concentragdo (ug/ml) de extrato aquoso de Brassica

rapa L. (nabo) obtido na Feira-livre durante o més de junho.

Observando-se as Figuras 31 e 32, é possivel tragar perfis comparativos das atividades

antioxidantes do nabo com e sem casca adquirido na Feira-livre durante os meses de



dezembro e junho, respectivamente, observando-se semelhanga entre seus potenciais
antioxidantes.

Fernandes et al. (2007) avaliaram a atividade antioxidante por DPPHe de talos, folhas,
flores e raizes de Brassica rapa L.. Os autores verificaram que as flores e raizes
apresentaram fraca atividade e aplicaram a CE,s como medida de comparagdo entre as
partes do vegetal, apesar da maioria dos trabalhos utilizar a CEsy. Com base nesta
publicacdo, devido a atividade antioxidante pouco pronunciada das espécies utilizadas na
presente dissertacdo, foram calculados valores de CE,s para a avaliagdo da atividade
antioxidante do nabo, da riicula e do rabanete.

A amostra obtida em junho apresentou valores muito proximos de CE,s, sendo menor
na amostra sem casca (CE»s = 370,040 pg/ml + 0,0015, R* = 0,9671) do que naquela com
casca (CE,s = 373,050 pg/ml + 0,0025, R* = 0,9642) e superiores aos respectivos valores
encontrados na amostra obtida em dezembro (CE,s = 293,750 pg/ml + 0,003 na por¢ao
com casca, R? = 0,9647 e CE,s = 290,00 pg/ml + 0,001, R? = 0,9608 na por¢dao sem
casca). As andlises estatisticas, realizadas pelo teste t de Student, mostraram diferencas
pequenas entre os métodos, com valores de p > 0,05 para as amostras das duas estagdes. A
amostra coletada no inverno apresentou significancia estatisticamente menor com a
retirada da casca (p = 0,18) do que a coletada no verdo (p = 0,074).

Os coeficientes de correlacao R? > 0,8, considerados bons segundo Mensor et al.
(2001), para todas as amostras de nabo, comprovam a relagdo boa e direta entre a
atividade antioxidante e a concentragdo do extrato vegetal, conforme anteriormente
observado em pesquisa da atividade antioxidante de tomates e derivados realizada por
Borguini (20006).

Os resultados da atividade antioxidante das duas amostras sdo compativeis com o teor

de fenois totais (Quadro 17, pagina 86), cujos valores encontrados em mg de equivalente



de 4cido galico/g, para as amostras de dezembro, sdao de 3,600 + 0,087 mg/g para o nabo
com casca e 3,900 £ 0,081 mg/g para o nabo sem casca, p = 0,075 e, para a amostra de
junho, de 3,00 = 0,026 mg/g para o nabo com casca e 3,050 + 0,030 mg/g para o nabo sem
casca (p = 0,063). Através dos valores de p, verifica-se que as diferengas dos resultados
com a retirada da casca, nas duas estagdes, nao sao estatisticamente significativas.

Logo, pelos valores de CEjs e teores de fendis totais, verifica-se que a atividade
antioxidante da amostra coletada em dezembro mostra-se superior aquela coletada em
junho. Estes dados confrontam com observagdes feitas por Lima ef al. (2005) em frutos de
acerola cultivados no nordeste brasileiro, em que o teor de fendis totais mostrou-se maior
quando colhidos na estacdo mais seca do ano (inverno), ao serem comparados aos

colhidos na estagao chuvosa (verao), tal como na amostra em estudo.

Quadro 17: Atividade antioxidante, expressa em CE,s + desvio-padrdo (D.P.) e teor de fenois totais,
expresso em miligramas de equivalente de acido galico por grama de amostra (mg/g), do nabo proveniente

da Feira-livre durante os meses de dezembro e junho.

DEZEMBRO JUNHO
Amostra Atividade Teor de fenois Atividade Teor de fenois
antioxidante totais (mg de antioxidante totais (mg de acido
(CE;s£D.P) acido galico/g de (CEy;s+D.P) galico/g de
amostra) amostra)
Nabo com casca 293,75 + 0,003° 3,600 + 0,087° 373,050 +,0025° 3,001 + 0,026°
Nabo sem casca 290,00 + 0,001° 3,900 + 0,081° 370,040 +,0015° 3,050 + 0,030°

*Qs valores representam médias + desvio-padrdo (D. P.) obtidos por meio de trés determinagdes de
atividade antioxidante e fenois totais.

**CE,s: concentracdo (nug/ml) de extrato necessaria para exercer 25% de um efeito maximo estimado em
100%.

*N&o ocorreram diferengas estatisticamente significativas em nivel de 5% (p > 0,05) entre as por¢des com e
sem casca.



A composi¢do de polifendis em vegetais do género Brassica ja foi descrita, incluindo
B. oleracea var. costata, B. oleracea var. acephala e B. rapa var. rapa, bem como o potencial
antioxidante destas espécies. Fernandes et al. (2007) verificaram, pelo método do DPPH, a
eficacia antioxidante das substancias fendlicas e dos acidos organicos em B. rapa, sugerindo
que a espécie constitui uma boa fonte dietética de componentes protetores contra doengas. Em
seu estudo, os autores encontraram valores de CE,s acima de 1.000 pg/ml para a atividade
antioxidante das raizes do nabo, enquanto, na presente pesquisa, os valores de CEjs
encontram-se entre 290,0 pug/ml e 375,0 ng/ml. Logo, as amostras de nabo em estudo nesta

dissertacdo, apresentam atividade antioxidante mais potente do que as da referida publicagao.

4.2 A espécie Eruca sativa Mill. (riucula)

4.2.1 Amostra proveniente do Supermercado

4.2.1.1 Identificacdo de componentes das fracoes volateis das folhas de rucula.

Os perfis cromatograficos das fracdes volateis obtidas a partir das folhas ndo
refrigeradas de rucula (RFSV) e mantidas sob refrigeracdo durante seis dias a 6°C (RRSV),
(Figuras 58 e 59, paginas 151 e 152 em Anexos), mostram um nimero pequeno de derivados
de glicosinolatos para as amostras adquiridas no més de mar¢o. O mesmo perfil € observado
para as amostras adquiridas em julho (RFSI e RRSI, Figuras 61 e 63, paginas 154 e 156 em
Anexos) quando analisadas por CG/EM. Entretanto, quando se utilizou um outro detector —
DIC — foi possivel a detecgd@o de um niimero maior de derivados de glicosinolatos, conforme
pode ser observado através dos cromatogramas da Figuras 60 e 62 (paginas 153 e 155 em

Anexos). O Quadro 22 (pagina 95) apresenta um resumo dos isotiocianatos e derivados do



enxofre encontrados na fragdo volatil das folhas de racula adquiridas em margo e em julho,
provenientes do Supermercado. A composi¢do da fragdo volatil das folhas nao refrigeradas e
refrigeradas, adquiridas nas diferentes estagdes, encontram-se listadas nos Quadros 18, 19, 20
e 21 (paginas 91 a 94).

O isotiocianato de 4-(metiltio)-butila ou erucina (Figuras 98 e 104, paginas 181 e 185
em Anexos), foi o derivado majoritario em todas as amostras de rucula analisadas. A racula
ndo refrigerada, obtida em marco, apresentou alta concentrago deste metabolito (35,18%). E
possivel verificar que com a refrigeragdo ocorreu uma diminui¢do da concentracao do
metabolito para 10,50% (Quadro 22, pagina 95). Em contrapartida, na amostra coletada em
julho, observa-se, apds um periodo sob refrigeracdo (seis dias), um aumento de sua
quantidade, de 17,73% para 50,41%. E importante considerar o emprego de detectores
diferentes (CG/EM e CG-DIC) na andlise das amostras adquiridas em marg¢o e em julho.
Conforme ja foi visto anteriormente e também nos demais cromatogramas apresentados, os
derivados dos glicosinolatos sdo melhor detectados quando se usa o detector de ionizagdo por
chama (D.I.C.) ao invés do detector de massas.

A presenca marcante de contaminantes em todas as amostras, como ftalatos e adipatos,
contribuiu para a diminuicdo da concentracdo, ndo s6 da erucina, mas de todos os demais
derivados contidos nas fragdes volateis, conforme pode ser observado nos cromatogramas
obtidos por CG/EM (Figuras 58, 59, 61 e 63, paginas 151, 152, 154 e 156, em Anexos, €
Quadros 18 e 19, paginas 91 e 92). Entretanto, o mesmo perfil ndo € observado para os
cromatogramas obtidos por CG-DIC. O fato da amostra mantida sob refrigera¢do conter um
nimero maior de substancias derivadas dos glicosinolatos, sugere que, quando o vegetal €
picado ainda gelado, ocorre uma menor perda dos constituintes volateis, devido a uma menor

volatilizacao dos mesmos.



A erucina, juntamente com o isotiocianato de 5-(metiltio)-pentila (detectado apenas na
ricula adquirida em julho nas concentragdes de 0,17% na por¢do ndo refrigerada e
quantidade-trago na por¢ao refrigerada) (Figuras 60, 61, 62 e 63, paginas 153 a 156 em
Anexos), ja haviam sido identificados nas folhas desta espécie cultivada na Austria, utilizando
microextragdo em fase solida (SPME — solid phase microextraction) e CG/EM (Jirovetz et al.,
2002). Os autores detectaram a erucina como componente majoritario na fragdo volatil das
folhas e sementes da racula. Resultados semelhantes foram encontrados no presente trabalho e
por Mastelic ef al. (2008), Sarwar Alam et al. (2007), Barillari et al. (2005) e Mahran et al.
(1992). E importante voltar a mencionar o alto poder antioxidante e anticarcinogénico da
erucina descritos por Barillari ef al.(2005) e Fimognari ef al. (2004), conforme ja mencionado
no item 4.1.2.1. Além destes, vale citar o trabalho de Jirovetz et al. (2002), que atribuiu a
erucina as caracteristicas sensoriais, peculiares da racula. A erucina também ja foi
identificada em outras espécies de Brassicaceae, como por exemplo em Raphanus sativus L.
por Blazevic e Mastelic (2008); Brassica campestris por Hashimoto e Kameoka (1985) e
Brassica rapa por Hashimoto et al. (1982).

O isotiocianato de 2-feniletila, derivado encontrado em maior concentracdo em B.
rapa, foi detectado somente na amostra obtida em julho nos teores de 0,60% na por¢do nao
refrigerada e quantidade-trago na refrigerada.

O derivado ciclotiooctano (Figuras 99 e 104, paginas 182 e 186 em Anexos),
previamente identificado em flores e folhas de rucula por Mastelic e Blazevic (2008), foi
detectado apenas na amostra adquirida em julho nas concentragdes de 0,27% na porc¢do nao
refrigerada e 1,56% na porcao refrigerada.

Foram ainda identificadas na por¢do ndo refrigerada da ricula obtida em julho

(Quadro 20, pagina 93), os isotiocianatos de 3-butenila (ndo quantificado), ciclopentila



(0,29%) e de benzila (0,33%), além da 2-metil-5-hexenonitrila (0,42%) e 1,6-hexanoditiol
(9,11%).

As demais substancias identificadas incluem o f-cubenol (0,37%) (Figura 33, pagina
96), encontrado somente na amostra ndo refrigerada em marco; o hexanol (51,74%), em alta
concentracdo, ¢ o fitol (0,88%), (Figura 33, pagina 96), na amostra ndo refrigerada coletada
no inverno; e o acido hexadecandico, encontrado em todas as amostras, exceto na amostra nao
refrigerada obtida em julho. Demais alcoois, como o 3-hexen-1-ol, undecanol, dodecanol e
aldeidos como octanal e benzoacetaldeido, identificados em algumas amostras, sao
componentes comuns em vegetais processados e sdo gerados pela degradacdo oxidativa de
acidos graxos livres pela a¢do da lipoxigenase (Blazevic e Mastelic, 2008).

A seguir, encontram-se os Quadros com a composi¢do e rendimento relativo das

amostras de rucula adquiridas em marco e em julho.



Quadro 18: Composi¢do da fragdo volatil das folhas de ricula ndo refrigerada proveniente do Supermercado

adquiridas em marco (RFSV).

Substancia TR (min.) IR 1 IR Conc. (%)
Nao identificado 13,05 1134 - 12,26
Isotiocianato de 4-(metiltio)-butila 26,87 1425 - 35,18
N3o identificado 32,70 1588 - 1,02
B-cubenol 34,34 1631 1627 0,37
Ftalato de di-butila 42,90 1871 - 5,18
Octadecatrienal 45,87 1961 - 0,79
Ftalato 46,07 1965 - 2,73
Acido hexadecanoico 46,69 1970 - 427
Ciclotiooctano 48,23 2057 - 0,27
Eneicosano 50,69 2109 2100 7,10
N3o identificado 51,98 2150 - 1,37
Nao identificado 52,18 2166 - 1,48
Docosano 52,97 2193 2200 0,32
Tricosano 55,92 2298 2300 2,38
Adipato de di-isooctila 58,46 2392 - 1,26
Pentacosano 61,12 2498 2500 2,76
Ftalato de di-octila 62,24 2543 - 15,33
Nio identificada 63,27 2579 - 0,50
Heptacosano 66,40 2681 - 0,77
Nio identificada 70,47 2805 - 1,33
Total quantificado 96,67

TR (min.) — tempo de retengdo em minutos.

IR, — indice de retencdo calculado a partir dos tempos de retengdo das substancias eluidas por CG/EM e de
uma série homologa de hidrocarbonetos alifaticos saturados (Cg a Cyg).

IRy;; - indice de retengdo da literatura (Adams, 1995).

Conc. (%) — concentragdes calculadas em % de area da analise por CG/EM.

(-) — indice de retencdo ndo descrito na literatura de referéncia (Adams, 1995).



Quadro 19: Composi¢do da fracdo volatil das folhas de rucula refrigerada proveniente do Supermercado

adquiridas em marco (RRSV).

Substincia TR (min.) IR cate IR ;¢ Conc. (%)

3-hexen-1-ol 3,84 860 857 2,55

6-metil-5-hepteno-2-ona 7,06 988 985 tracos
Octanal 7,96 1001 1001 1,81
Nao identificado 13,11 1136 - 2,00

Isotiocianato de 4-(metiltio)-butila 26,65 1423 - 10,50
Nao identificado 32,70 1588 - 1,18
Ftalato de di-butila 42,89 1870 - 421
Octadecatrienal 45,86 1961 - 0,75
Acido hexadecandico 46,71 1970 - 6,07
Ciclotiooctano 47,42 2032 - 1,56
Eneicosano 50,68 2109 2100 5,74
Nio identificada 52,03 2161 - 3,38
Nio identificada 52,18 2166 - 2,23
Nio identificada 52,47 2175 - 0,82
Docosano 52,64 2182 2200 1,19
Tricosano 55,92 2298 2300 2,85
Tetracosano 58,55 2396 2400 0,88
Pentacosano 61,12 2498 2500 4,51
Ftalato de di-n-octila 62,39 2550 - 45,63
Heptacosano 66,40 2694 - 1,15
Nonacosano 74,06 2898 - 0,80

Total quantificado 99,81

TR (min.) — tempo de retencdo em minutos.

IR, indice de retencdo calculado a partir dos tempos de retencdo das substancias eluidas por CG/EM e de uma
série homologa de hidrocarbonetos alifaticos saturados (Cg a Cyg).

IRy;; - indice de retengdo da literatura (Adams, 1995).

Conc. (%) — concentragdes calculadas em % de area da analise por CG/EM.

(-) — indice de retencdo ndo descrito na literatura de referéncia (Adams, 1995).



Quadro 20: Composigdo da fragdo volatil das folhas de ricula ndo refrigerada proveniente do Supermercado

adquiridas em julho (RFSI).

Substincia TR (min.) TR a1 IR ;¢ Conc. (%)
3-hexen-1-ol 1,66 856 857 0,35
Hexanol 2,51 865 867 51,74
2-metil-5-hexenonitrila 2,58 870 - 0,42
Naio identificado 2,61 875 - 0,60
Isotiocianato de 3-butenila ~ 4,00 979 - NQ
Octanal 5,28 1005 1001 9,27
Nao identificado 5,48 1012 - 0,27
Benzoacetaldeido 6,40 1043 1043 0,21
Isotiocianato de ciclopentila 7,28 1079 - 0,29
Isotiocianato de benzila 8,41 1111 - 0,33
1,6-hexanoditiol 9,11 1122 - 9,11
Nao identificado 9,81 1141 - 0,73
Dodecano 12,19 1197 1199 2,59
Nao identificado 12,80 1212 - 0,16
Naio identificado 18,17 1338 - 1,73
Undecanol 19,91 1376 1372 0,21
Isotiocianato de 4-(metiltio)-butila 21,99 1425 - 17,73
Isotiocianato de 2-feniletila 23,81 1468 - 0,60
dodecanol 23,94 1471 1473 0,21
Isotiocianato de 5-(metiltio)-pentila 28,38 1540 - 0,17
Acetato de farnesila 38,46 1848 1843 0,25
Ester metilico do 4c. hexadecandico 41,26 1928 1927 0,25
Fitol 42,26 1955 1949 0,88
Eneicosano 46,81 2101 2100 0,85
Naio identificado 4733 2119 - 0,36




Ester metilico do 4c. octadecandico 47,74 2133 2128 0,37
Ftalato 58,00 2453 - 0,18

Nao identificado 62,94 2553 - 0,47

Total quantificado 99,85

TR (min.) — tempo de retencdo em minutos.
IR — indice de retencdo calculado a partir dos tempos de retengdo das substancias analisadas por CG-DIC e de

uma série homologa de hidrocarbonetos alifaticos saturados (Cg a Cyg).
IRy;; - indice de retencdo da literatura (Adams, 1995).

Conc. (%) — concentragdes calculadas em % de area da analise por CG-DIC
(-) — indice de retencdo ndo descrito na literatura de referéncia (Adams, 1995).

NQ — ndo quantificada.

Quadro 21: Composic¢do da fragdo volatil das folhas de racula refrigerada proveniente do Supermercado

adquiridas em julho (RRSI).

Substincia TR (min.) IR a1 IRy Conc. (%)
3-hexen-1-ol 1,66 856 857 tragos
Hexanol 2,50 865 867 tragos
Isotiocinato de 3-butenila 4,00 979 - tragos
Nao identificado 5,48 1012 - tragos
Benzoacetaldeido 6,40 1044 - NQ
Isotiocianato de ciclopentila 7,20 1079 - NQ
Isotiocianato de benzila 8,40 1111 - tragos
1,6-hexanoditiol 9,10 1121 - tragos
Dodecano 12,19 1197 1199 3,37
Nao identificado 18,10 1336 - NQ
Isotiocianato de 4-(metiltio)-butila 22,10 1424 - 50,41
Isotiocianato de 2-feniletila 23,80 1468 - NQ
Isotiocianato de 5-(metiltio)-pentila 28,30 1540 - tragos
Nao identificado 37,80 1829 - NQ
Acetato de farnesila 38,40 1846 1843 NQ
Ester metilico do 4c. hexadecandico 41,43 1933 1927 2,87
Acido hexadecandico 42,47 1963 - 5,59




Nao identificado 42,59 1969 - 7,49
Eneicosano 46,85 2103 2100 4,85
Acido octadecatriendico 47,72 2133 - 1,93
Acido octadecendico 4795 2140 - 3,39
Tricosano 52,66 2301 2300 1,46
Ftalato de di-octila 58,07 2455 - 5,41
Nao identificado 63,01 2555 - 11,10
Nao identificado 67,51 2652 - 2,13
Total quantificado 100,00

TR (min.) — tempo de retencdo em minutos.
IR, — indice de retengdo calculado a partir dos tempos de retengdo das substancias analisadas por CG-DIC e de
uma série homologa de hidrocarbonetos alifaticos saturados (Cg a Cyg).
IRy;; - indice de retencdo da literatura (Adams, 1995).

Conc. (%) — concentragdes calculadas em % de area da analise por CG-DIC.
(-) — indice de retencdo ndo descrito na literatura de referéncia (Adams, 1995).
NQ — ndo quantificado

Quadro 22: Derivados de glicosinolatos detectados nas folhas de rtcula provenientes do Supermercado

adquiridas margo e em julho.

MARCO (%)* JULHO (%)°

Substancia Nao refrigerada | Refrigerada | Nao refrigerada | Refrigerada
2-metil-5-hexenonitrila ND ND 0,42 ND
Isotiocianato de 3-butenila ND ND NQ tragos
Isotiocianato de ciclopentila ND ND 0,29 NQ
Isotiocianato de benzila ND ND 0,33 tragos
1,6-hexanoditiol ND ND 9,11 tragos
Isotiocianato de 4-(metiltio)-butila 35,18 10,50 17,73 50,41
Isotiocianato de 2-feniletila ND ND 0,60 tragos
Isotiocianato de 5-(metiltio)-pentila ND ND 0,17 tragos
Ciclotiooctano ND ND 0,27 1,56

(%)* - Concentragdes calculadas em % de area da analise por CG/EM.
(%)b - Concentragdes calculadas em % de area da analise por CG-DIC.
ND - ndo detectado

NQ — néo quantificado




Koukonaras et al. (2007) descreveram que as folhas de rucula sao melhor conservadas
sob refrigeragao a 0°C por, no maximo, 16 dias. A esta temperatura ha melhor preservagao da
taxa respiratoria das folhas (produgdo de CO, e etileno) e dos teores de sélidos soluveis,
fenois totais e nitratos. Os autores verificaram, também, que, a 5°C foi observada uma ligeira
deterioragdo e a vida util do vegetal foi reduzida em trés dias. Ja a 10°C, as folhas de racula
deterioraram-se rapidamente, com a degradagdo da clorofila, causando o amarelamento das

folhas e reduzindo a vida util do vegetal para apenas oito dias.

PO S

a-cubenol Fitol

Figura 33: Estruturas quimicas dos terpenos a-cubenol e fitol detectados na rucula adquirida no Supermercado.

4.2.2 Amostra proveniente do Hortifruti
4.2.2.1 Identificacio de componentes das fracdes volateis das folhas de rucula

Os perfis cromatograficos das fragcdes volateis, obtidas a partir das folhas de racula
nao refrigerada (RFHV) e refrigerada durante seis dias a 6°C (RRHV), (Figuras 64 e 65,
paginas 157 e 158 em Anexos), mostram uma simplicidade na composi¢do das amostras,
quando analisadas por CG/EM ou CG. Basicamente, todas as fra¢des provenientes do
Hortifruti, sio compostas principalmente por derivados de glicosinolatos e hidrocarbonetos,
conforme pode ser observado nos Quadros 23, 24, 25 e 26 (paginas 99 a 101). As fragdes

obtidas nas extrac¢des realizadas mar¢o foram analisadas apenas por CG/EM. O Quadro 27



(pagina 103) apresenta um resumo dos isotiocianatos e outros derivados do enxofre
encontrados na fracdo volatil das folhas de rtcula adquiridas em mar¢o ¢ em julho,
provenientes do Hortifruti.

A exemplo do que foi observado nas amostras provenientes do Supermercado, o
componente majoritario presente em todas as fracdes analisadas do Hortifruti foi o
isotiocianato de 4-(metiltio)-butila ou erucina. Em marcgo, a sua concentragdo no vegetal passa
de 28,64% para 49,77%, apés a refrigeracao, de acordo com os cromatogramas obtidos por
CG/EM das Figuras 64 e 65, paginas 157 e 158 em Anexos. Entretanto, conforme pode ser
visto no Quadro 27 (pagina 103), ocorre um processo inverso para a amostra do més de julho,
com diminui¢do da concentra¢do de 41,39% para 27,93% apos a refrigeracdo. Os dados
mostram que hd uma redugdo considerdvel na concentracdo do isotiocianato na amostra
adquirida em julho. Jirovetz et al. (2002), identificaram a erucina como o principal
componente da ricula (14,2%) em amostra coletada na Austria no més de margo.

Na amostra ndo refrigerada de marco (Quadro 23, pagina 99), foi encontrado também
o 1,6-hexanoditiol (13,45%) e o isotiocianato de 4-metil-pentila (0,48%) (Figuras 100, 101 e
104, paginas 183 e 186 em Anexos), ndo detectados nas demais fragcdes. Este ultimo foi
identificado por Blazevic e Mastelic (2008) e Rohloff e Bones (2005), em Arabidopsis
thaliana como sendo um dos responsaveis pelos mecanismos de interacdo e defesa entre
planta e insetos. O 1,6-hexanoditiol, ndo encontrado na espécie até o momento, ¢ usado como
matriz de revestimento de nanoparticulas, podendo ser um contaminante (Sivanesan et al.,
2007).

A tetraidrotiofenona, a exce¢do da amostra refrigerada do més de margo, foi
identificada em todas as demais. A fracdo RFHI, analisada por CG-DIC, apresentou a maior
concentracgdo (4,53%). Esta substancia foi encontrada por Jirovetz et al. (2002) nas folhas de

racula cultivada na Austria. A 6-(metiltio)-hexanonitrila e o isotiocianato de 5-(metiltio)-



pentila ou berteroina, também ja identificados na rucula pelos mesmos pesquisadores, foram
detectados em quantidades-traco na amostra ndo refrigerada do verdo e refrigerada de julho,
respectivamente, conforme pode ser observado no Quadro 27, pagina 103.

A p-ionona (Figura 34, abaixo), detectada na RFHV e RRHV, foi previamente
identificada por Mastelic et al. (2008) em folhas de rucula e por Blazevic e Mastelic (2008),
em folhas de rabanete.

Foram identificados ainda &lcoois, cetonas, acidos graxos e hidrocarbonetos em

diferentes fragoes.

Figura 34: S-ionona



Quadro 23: Composicdo da fracdo volatil das folhas de ricula ndo refrigerada proveniente do Hortifruti,

adquiridas em mar¢o (RFHV).

Substiancia TR (min.) IR .1 IR Conc. (%)

3-hexen-1-ol 3,87 860 857 14,28

Decano 7,15 997 999 0,64

Acetato de 3-hexen-1-ol 7,96 1008 1004 0,95
1,6-hexanoditiol 13,08 1124 - 13,45
Tetraidrotiofenona 13,97 1153 - 0,97
Isotiocianato de 4-metilpentila 14,44 1164 - 0,48
6-(metiltio)-hexanonitrila 16,46 1310 - tracos
Isotiocianato de 4-(metiltio)-butila 26,83 1423 - 28,64
f-ionona 28,55 1486 1485 tracos

Nio identificada 39,68 1762 - 0,58
Ftalato de dibutila 42,96 1871 - 2,35
Hexadecametil-octa-siloxano 44,56 1919 - 1,28
Nao identificada 48,98 2059 - 1,69

Nao identificada 52,95 2192 - 2,14
Tricosano 55,91 2299 2300 1,83

Nio identificada 56,59 2324 - 2,77
Adipato de di-octila 58,44 2393 - 3,32
Tetracosano 58,54 2397 2400 0,83

Nio identificada 59,98 2456 - 3,46
Pentacosano 61,08 2500 2500 5,41

Nio identificada 62,09 2542 - 6,64

Total quantificado 91,71

TR (min.) — tempo de retengdo em minutos.

IR, — indice de retengdo calculado a partir dos tempos de retencdo das substancias analisadas por CG/EM e de
uma série homologa de hidrocarbonetos alifaticos saturados (Cg a Cyg).

IRy;; - indice de retengdo da literatura (Adams, 1995).

Conc. (%)- Concentragdes calculadas em % de area da analise por CG/EM.

(-) — indice de retencdo ndo descrito na literatura de referéncia (Adams, 1995).



Quadro 24: Composic¢do da fragdo volatil das folhas de ricula refrigerada provenientes do Hortifruti, adquiridas

em mar¢o (RRHV).

Substincia TR (min.) IR a1 IRy; Conc. (%)

Decano 7,16 997 999 2,31
Isotiocianato de 4-(metiltio)-butila 26,73 1421 - 49,77
f-ionona 28,55 1483 1485 4,14

Tricosano 55,93 2299 2300 5,87

Tetracosano 58,56 2398 2400 1,91
Pentacosano 61,08 2500 2500 14,74
Nao identificada 62,11 2542 - 21,26

Total quantificado 100,00

TR (min.) — tempo de retencdo em minutos.

IR, — indice de retengdo calculado a partir dos tempos de retencdo das substancias analisadas por CG/EM e de
uma série homologa de hidrocarbonetos alifaticos saturados (Cg a Cyg).

IR}, - indice de retencao da literatura (Adams, 1995).

Conc. (%)- Concentragdes calculadas em % de area da analise por CG/EM.

(-) — indice de retencao ndo descrito na literatura de referéncia (Adams, 1995).

Quadro 25: Composicao da fragdo volatil das folhas de rucula ndo refrigeradas provenientes do Hortifruti,

adquiridas em julho (RFHI).

Substincia TR (min.) IR IRy Conc. (%)
3-hexen-1-ol 2,37 855 857 40,96
Decano 5,05 996 999 4,77
Naio identificado 8,61 1106 - 3,63
Tetraidrotiofenona 10,96 1156 - 4,53
Decanona 11,71 1186 1186 2,73
Isotiocianato de 4-(metiltio)-butila 21,24 1420 - 41,39
nonadecano 39,45 1896 1900 1,99
Total quantificado 100,00

TR (min.) — tempo de retencdo em minutos.

IR, — indice de retencdo calculado a partir dos tempos de retengdo das substancias eluidas por CG-DIC e de
uma série homologa de hidrocarbonetos alifaticos saturados (Cg a Cyg).

IRy;; - indice de retengdo da literatura (Adams, 1995).

Conc (%) — concentragdes calculadas em % de area da analise por CG-DIC.

(-) — indice de retencdo ndo descrito na literatura de referéncia (Adams, 1995).



Quadro 26: Composigdo da fragdo volatil das folhas de rticula refrigeradas proveniente do Hortifruti adquiridas

em julho (RRHI).

Substiancia TR (min.) IR e IR Conc. (%)

3-hexen-1-ol 2,38 855 857 2,20
Tetraidrotiofenona 10,02 1154 1156 0,47
Decanona 11,79 1188 1186 0,51
Tetradecano 20,04 1390 1399 1,37
Isotiocianato de 4-(metiltio)-butila 21,16 1423 - 27,93
Pentadecano 25,37 1507 1500 0,66

Ester metilico do ac. dodecandico 25,75 1516 1525 0,53
Isotiocianato de 5-(metiltio)-pentila 25,94 1578 - tragos
Hexadecano 29,27 1600 1600 1,57

Nao identificado 30,46 1632 - 0,85

Naio identificado 32,85 1694 1697 1,85

Farnesol 33,01 1697 1697 1,02

heptadecano 33,32 1704 1700 1,09

Farnesol (isdbmero) 33,46 1709 1713 1,74

Ester metilico do ac. tetradecandico 34,25 1730 1726 0,68
Nio identificado 35,09 1754 - 0,99
Pentadecanol 35,67 1772 1778 0,45
Octadeceno 36,42 1791 1793 1,05
Octacosano 37,09 1808 1800 1,02

Nio identificado 37,66 1825 - 3,11

Naio identificado 37,90 1832 - 0,84

Ftalato de di-isobutila 38,66 1854 - 0,53
Hexadecanol 39,46 1877 1879 4,06

Nio identificado 40,13 1895 - 1,30
Nonadecano 40,40 1903 1900 0,51

Ester metilico do 4c. hexadecandico 41,30 1929 1927 6,89




Nao identificado 44,74 2033 - 1,05

Nao identificado 45,93 2072 - 1,14

Eneicosano 46,80 2101 2100 0,65

Ac. octadecadiendico 47,65 2128 - 0,45

Nao identificado 48,95 2169 - 1,37

Tricosano 52,84 2307 2300 2,01

Nao identificado 56,51 2422 - 2,62

Hexadecametil octasiloxano 56,99 2432 - 0,82

Pentacosano 59,98 2494 - 3,37

Nao identificado 62,23 2540 - 1,82

Nao identificado 63,23 2559 - 3,32

Hexacosano 64,85 2590 - 0,57

Nio identificado 66,28 2623 - 3,76

Heptacosano 69,16 2691 - 3,64

Nio identificado 72,06 2750 - 3,17
Total quantificado 92,98

TR (min.) — tempo de retengdo em minutos.

IR, — indice de retengdo calculado a partir dos tempos de retengdo das substancias eluidas por CG-DIC e de
uma série homologa de hidrocarbonetos alifaticos saturados (Cg a Cyg).

IRy; - indice de retengdo da literatura (Adams, 1995).

Conc (%) — concentragdes calculadas em % de area da analise por CG-DIC.

(-) — indice de retencdo ndo descrito na literatura de referéncia (Adams, 1995).



Quadro 27: Derivados de glicosinolatos detectados em ricula coletada no Hortifruti em marco ¢ em julho.

MARCO (%)* JULHO (%)’
Substincia Nao refrigerada | Refrigerada | Nao refrigerada | Refrigerada
1,6-hexanoditiol 13,45 ND ND ND
Tetraidrotiofenona 0,97 ND 4,53 0,47
Isotiocianato de 4-metil-pentila 0,48 ND tragos tragos
6-(metiltio) hexanonitrila tragos ND ND ND
Isotiocianato de 4-(metiltio)-butila 28,64 49,77 41,39 27,93
Isotiocianato de 5-(metiltio)-pentila ND ND ND tragos

(%)* - Concentragdes calculadas em % de area da analise por CG/EM.
(%)b - Concentragdes calculadas em % de area da analise por CG-DIC.
ND - ndo detectada

4.2.1.2 Atividade antioxidante

A amostra obtida em mar¢o mostrou um perfil diferenciado para a atividade
antioxidante (Figura 35, pagina 105) e teor de fenois totais, em relacdao a coletada em julho.
Para a amostra coletada em marco, a por¢do nao refrigerada apresentou CE»s maior (93,000 +
0,002 pg/ml, R? = 0,9944) ¢ teor de fendis totais menor (4,000 + 0,110 mg de equivalente de
acido galico/g) em relagdo a porgio refrigerada (CE»s = 87,000 + 0,0004 pg/ml, R* =0,9749 e
5,400 + 0,150 mg de equivalente de acido galico/g). De modo inverso, a amostra coletada em
julho (Figura 36, pagina 105) apresentou valores para CEps = 185,350 + 0,0094 pg/ml, R* =
0,7745 e 4,150 + 0,088 mg de equivalente de acido galico/g, na porc¢do ndo refrigerada, e CEs
= 527,500 £ 0,002 pg/ml, R* = 0,9680 ¢ 3,800 + 0,089 mg de equivalente de acido galico/g na
porcao refrigerada (Quadro 28, pagina 106).

Os resultados encontrados apontam para um potencial antioxidante maior para a
amostra de racula coletada em margo, cujos valores de CEys sdo menores. A comparagao

estatistica entre os processamentos mostrou que nao ha diferenga para a atividade antioxidante



nas porgdes nao refrigerada e refrigerada (p = 0,10), enquanto, para a amostra adquirida em
julho, houve diferenca estatisticamente significativa com a refrigeragao (p = 0,037) (Quadro
28).

Os teores de fendis totais estdo compativeis com as respectivas atividades
antioxidantes (Quadro 28, pagina 106), sendo maiores na amostra obtida em marco, com
diferenca estatisticamente significativa entre as por¢des nado refrigerada e refrigerada, (p =
0,043). Para as amostras de rucula coletada em julho, os valores determinados apresentaram
nivel de significancia baixo (p = 0,068) entre as mesmas, conforme mostra o Quadro 28.

A excecio da por¢do nio refrigerada da ricula coletada no inverno, os coeficientes de
correlagdo encontrados nas demais amostras sao considerados bons (R2 > 0,8), indicando uma
relagdo dependente da dose para o seqiiestro do radical DPPHe, conforme anteriormente

observado por Sarwar Alam et al. (2007) no extrato etandlico das sementes de Eruca sativa.
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Figura 35: Grafico da atividade antioxidante (%) versus concentracdo (pg/ml) de extrato metanolico de

Eruca sativa Mill. (ricula) obtida no Supermercado no més de margo.
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Figura 36: Grafico da atividade antioxidante (%) versus concentragdo (pg/ml) de extrato metandlico de

Eruca sativa Mill. (racula) obtida no Supermercado no més de julho.



Quadro 28: Atividade antioxidante, expressa em CE,s £ desvio-padrdo (D.P.) e teor de fenois totais,
expresso em miligramas de equivalente de acido galico por grama de amostra (mg/g), da ricula proveniente

do Supermercado durante os meses de marco e julho.

MARCO JULHO
Amostra Atividade Teor de fenéis Atividade Teor de fendis
antioxidante totais (mg de antioxidante totais (mg de
(CEy;s+D.P) acido galico/g (CEys+D. P.) acido galico/g de
de amostra) amostra)
Rucula ndo 93,000 + 0,002* | 4,000+ 0,110" 185,350 + 0,009° 4,150 +0,088°
refrigerada
Rucula refrigerada | 87,000 + 0,0004" | 5,400 + 0,150" 527,500 + 0,002° 3,80 + 0,089"

*Qs valores representam médias + desvio-padrdo (D. P.) obtidos por meio de trés determinagdes de
atividade antioxidante e fenois totais.

**CE,s: concentracdo (pg/ml) de extrato necessaria para exercer 25% de um efeito maximo estimado em
100%.

*Ndo ocorreram diferengas estatisticamente significativas em nivel de 5% (p > 0,05) entre as por¢des ndo
refrigerada e refrigerada.

Ocorreram diferengas estatisticamente significativas em nivel de 5% (p < 0,05) entre as porgdes ndo
refrigerada e refrigerada.

Barillari et al. (2005) verificaram que a glicoerucina e a erucina possuem uma boa
atividade antioxidante direta como agentes seqiiestrantes de hidroperdxidos das células e
sangue, além de atuar como precursor do sulforafano por reagdo de oxi-redugdo com espécies
reativas de oxigénio, como hidroperoxidos de alquila e peroxido de hidrogénio. Koukonaras
et al. (2007) verificaram que o teor de fenois totais e a capacidade seqiiestrante do DPPHe das
folhas de rucula estdo diretamente relacionados a idade e a permanéncia no refrigerador. Os
autores observaram que quanto mais jovens forem as folhas e menores a temperatura e o
tempo de refrigera¢do, maiores sdo os teores de fenois totais e a capacidade seqiiestrante do
radical. Entretanto, o que se observa no presente estudo ¢ a ocorréncia de um comportamento
contrario, em que a porcao refrigerada das folhas da amostra coletada no verdo mostrou
atividade antioxidante mais pronunciada do que a ndo refrigerada, provavelmente devido a

perda de umidade observada apds o periodo de refrigeracdo, levando a concentragdo dos



componentes da matriz. As amostras do verdo e do inverno foram acondicionadas em
recipiente hermético para serem refrigeradas.

Sarwar Alam et al. (2007) constataram que a quantidade elevada de substancias
fenolicas, também encontradas no extrato alcoodlico das sementes de ricula, explicam sua

pronunciada capacidade seqiiestrante do radical DPPHe.

4.3 A espécie Raphanus sativus L. (rabanete)

4.3.1 Identificacdo da fracao volatil das raizes do rabanete

Apenas as amostras adquiridas no Hortifruti foram incluidas neste trabalho. As demais
provenientes dos outros estabelecimentos, Feira-livre e Supermercado, apresentaram alto grau

de contaminacao por ftalato e ndo foram consideradas.

4.3.1.1 Amostra proveniente do Hortifruti

As amostras de rabanete adquiridas no Hortifruti foram adquiridas nos meses
de fevereiro e julho.

Os Quadros 29 e 30 (paginas 110 e 111), mostram os resultados da composi¢do e
rendimento para a fracdo volatil das raizes do rabanete com e sem casca, respectivamente,
adquirido em fevereiro. Os rendimentos (concentracdes) foram calculados em % de area da
analise por CG-DIC, cujos cromatogramas encontram-se apresentados nas Figuras 70, 72, 74
e 75 (paginas 163, 165, 167 e 168 em Anexos).

O isotiocianato de 2-feniletila foi detectado em quantidade-tragco somente na amostra
coletada em fevereiro (Quadro 33, pagina 114). Hashimoto e Kameoka (1985) e Blazevic e

Mastelic (2008) identificaram este metabolito nas folhas e raizes de R. sativus, também em



baixas concentragdes, ao contrario do que foi observado para o nabo onde esta presente em
alto percentual. O isotiocianato de 2-feniletila mostrou atividade antioxidante pronunciada,
pela inibigdo da geracdo de superoxido e oOxido nitrico (Ippoushi et al., 2007), efeito
antiaterogénico (Suh et al., 2006) e inibi¢dao, dependente da dose, da metilagdo do ADN por
N-nitrosobenzilmetilamina (um agente carcinogénico) em culturas de células de esdfago de
ratos (Stoewsand, 1995).

O isotiocianato de 4-(metiltio)-3-butenila (Figuras 103 e 104, paginas 184 ¢ 186 em
Anexos), foi em média, o derivado-glicosinolato presente em maior concentragdo nas
amostras. Apresentou maior rendimento na amostra de julho sem casca (7,48%) enquanto a
amostra correspondente coletada em fevereiro apresentou 1,36%. Pode ser observado que, nas
amostras adquiridas durante o més de fevereiro, houve uma reducdo de 6,88% para 1,36%
com a retirada da casca, enquanto na amostra adquirida em julho observou-se um aumento de
5,70% para 7,48% (Quadro 33, pagina 114). Esta substancia foi previamente identificada
como majoritaria em sementes e raizes de R. sativus L. (Afsharypuor et al., 2005). Produzido
por hidrdlise do glicosinolato de 4-(metiltio)-3-butenila, ou glicorafasatina, atribuiu-se a este
derivado o aroma sulfuroso e pungente caracteristico das raizes do rabanete (Coogan et al.,
2001). A propriedade oxi-redutora de seu precursor, a glicorafasatina, foi verificada por
Barillari et al. (2008), dado a sua capacidade de se oxidar pelo H,O,, gerando o glicosinolato
de 4-(metilsulfinil)-3-butenila ou glicorafenina. Outras atividades biologicas foram
observadas para o isotiocianato de 4-(metiltio)-3-butenila, como a inibi¢cdo da geracdo de
superoxido e oxido nitrico e, conseqlientemente, da peroxidacdo lipidica (Ippoushi et al.,
2007), inibicdo da proliferagdo das células do musculo liso vascular, prevenindo a
aterosclerose (Suh et al., 2006), acdo antimicrobiana contra Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Saccaromyces cerevisiae ¢ Aspergillus orizae e atividade antimutagénica, citadas e

demonstradas por Nakamura et al. (2001).



O segundo derivado presente em maior concentragao em todas as amostras analisadas,
foi o isotiocianato de 4-(metiltio)-butila. Foram encontradas, para o rabanete com e sem casca
adquirido em fevereiro, concentracdes de 2,96% e 1,81%, respectivamente; para o vegetal
adquirido em julho, os rendimentos obtidos foram de 4,16% e 8,07%, respectivamente
(Quadro 33, pagina 114). Blazevic e Mastelic (2008) também detectaram este isotiocianato,
como o majoritario dentre os derivados identificados, em estudo com folhas e raizes de
rabanete do sul da Croacia. Os pesquisadores verificaram que dependendo da polaridade da
coluna (HP-20M e HP-101), isotiocianatos, nitrilas e outros derivados do enxofre sdo
detectados de forma quantitativamente diferente. Segundo os autores, a coluna HP-101 foi a
que resultou em melhores resultados. Como exemplo, o percentual de deteccdo dos
isotiocianatos de 4-(metiltio)-butila e 4-(metiltio)-3-butenila foram, respectivamente: coluna
HP-101 - 21,5% e 0,9%; coluna HP-20M - 0,3% e ndo detectado. Seria interessante, nos
proximos trabalhos, utilizar diferentes colunas para avalir o perfil qualitativo e quantitativo
dos derivados de glicosinolatos em espécies de Brassicaceae cultivadas no Brasil.

De acordo com Schreiner et al. (2002), devido a baixa receptividade da incidéncia de
luz pelas raizes do rabanete, o efeito da temperatura pode ser o principal influenciador na
biossintese de glicosinolatos. Logo, segundo o autor, o aumento no conteudo de glicosinolatos
pode estar associado aos periodos mais quentes. Considerando os resultados obtidos no
presente trabalho, ndo ha como corroborar com esta observagdo tendo em vista a variabilidade
verificada em relagdo ao rendimento relativo obtido, das fracdes analisadas (Quadro 33,
pagina 114).

O 4cido hexadecandico ou acido palmitico foi o componente majoritario presente em
todas as fracdes analisadas. As por¢des sem casca apresentaram maior concentracao relativa:
na fragdo RSHYV, sua concentracdo chegou a 73% e na fracdo RSHI o percentual foi de

29,37% (Figuras 70, 71, 72, 73, 74 e 75, paginas 163 a 168 em Anexos). No trabalho



realizado por Blazevic e Mastelic (2008), o acido palmitico, foi também a substancia de maior

abundancia no rabanete em todas as variedades estudadas (negro, branco e vermelho).

Quadro 29: Composi¢do da fra¢do volatil das raizes de rabanete com casca proveniente do Hortifruti, adquirido

em fevereiro (RCHV).
Substincia TR (min.) IR a1 IRy; Conc. (%)

3-hexen-1-ol 1,94 855 857 NQ

Nonanol 11,20 1175 1171 5,14

dodecano 12,78 1210 1200 1,59

tetradecano 21,05 1401 1400 6,08
Isotiocianato de 4-(metiltio)-3-butenila 21,68 1417 - 6,88
Isotiocianato de 4-(metiltio)-butila 21,83 1421 - 2,96
pentadecano 25,12 1498 1500 1,02
Isotiocianato de 5-(metiltio)-pentila 26,43 1531 - NQ
Isotiocianato de 3-fenilpropila 28,82 1589 - 0,95
N3io identificado 30,71 1648 - 1,04
Isotiocianato de 6-(metiltio)-hexila 31,09 1649 - 4,24
Ftalato de diisobutila 35,06 1753 - 2,30

Nio identificado 38,35 1845 - 9,34

Nio identificado 38,58 1852 - 1,47
Nonadecano 40,65 1906 1993 4,70

Ester metilico do 4c. hexadecandico 41,13 1924 1927 1,89
Nio identificado 41,44 1933 - 1,41
Ac. hexadecanoico 41,89 1956 - 22,02

Nao identificado 45,99 2074 - 1,02
Eneicosano 46,86 2103 2100 1,61

Nio identificado 47,16 2113 - 3,25

Naio identificado 47,29 2118 - 1,41




Ac. octadecatrienoico (linolénico) 47,94 2140 - 0,80
Ftalato 57,98 2453 - 3,15

Nao identificado 69,21 2692 - 1,15

Total quantificado 85,42

TR (min.) — tempo de retengdo em minutos.

IR — indice de retengdo calculado a partir dos tempos de retencao das substancias eluidas por CG-DIC e de
uma série homoéloga de hidrocarbonetos alifaticos saturados (Cg a Csg).

IR}, - indice de retencdo da literatura (Adams, 1995).

(-) — indice de retencao ndo descrito na literatura de referéncia (Adams, 1995).

NQ — nao quantificado

Quadro 30: Composi¢ao da fracdo volatil das raizes de rabanete sem casca proveniente do Hortifruti, adquirido

em fevereiro (RSHV).
Substincia TR (min.) IR a1 IR Conc. (%)
3-hexen-1-o0l 1,94 855 857 NQ
tetradecano 21,04 1401 1400 3,00
Isotiocianato de 4-(metiltio)-3-butenila 21,68 1417 - 1,36
Isotiocianato de 4-(metiltio)-butila 21,83 1421 - 1,81
Ftalato de isobutila 34,92 1749 - 2,47
Nio identificado 38,07 1843 - 2,17
Ftalato de dibutila 38,30 1843 - 2,71
nonadecano 40,38 1902 1900 0,85
Ester metilico do 4c. hexadecandico 40,88 1920 1927 0,94
Ac. hexadecandico 41,75 1952 - 73,00
eneicosano 46,98 2107 2100 1,97
Nao identificado 47,13 2112 - 1,00
Ac. octadecatrientico 47,78 2135 - 1,37
Ftalato 57,93 2452 - 0,65
Total quantificado 92,08

TR (min.) — tempo de retengdo em minutos.

IR, — indice de retengdo calculado a partir dos tempos de retengdo das substancias eluidas por CG-DIC e de
uma série homologa de hidrocarbonetos alifaticos saturados (Cg a Cyg).

IRy;; - indice de retengdo da literatura (Adams, 1995).

(-) — indice de retencdo ndo descrito na literatura de referéncia (Adams, 1995).

NQ — ndo quantificado



Quadro 31: Composigdo da fragdo volatil das raizes do rabanete com casca proveniente do Hortifruti, adquirido

em julho (RCHI).
Substincia TR (min.) IR cate IR ;¢ Conc. (%)

3-hexen-1-ol 1,51 851 857 NQ

Nonanal 11,00 1173 1171 NQ

Dodecano 12,45 1203 1200 6,60

Tetradecano 20,62 1394 1400 11,7
Isotiocianato de 4-(metiltio)-3-butenila 21,24 1415 - 5,70
Isotiocianato de 4-(metiltio)-butila 21,40 1418 - 4,16
Octadecano 36,65 1796 1800 2,70

Nao identificado 37,72 1827 - 2,71
Acido hexadecandico (palmitico) 41,36 1924 - 20,88
Eneicosano 46,86 2103 2100 1,95

Pentacosano 60,05 2496 2500 1,37

Ftalato 63,32 2560 - 1,78

Nio identificado 66,36 2625 - 1,64

Ftalato 68,87 2684 - 1,44

Hexacosano 69,22 2693 - 2,78
Heptacosano 69,90 2707 - 3,26

Naio identificado 70,15 2712 - 4,87

Nio identificado 70,32 2716 - 1,59

Naio identificado 70,57 2721 - 1,95

Nao identificado 71,42 2737 - 2,56

Naio identificado 71,69 - - 4,00

Nio identificado 72,26 2754 - 6,97

Total quantificado 90,61

TR (min.) — tempo de reten¢cdo em minutos.

IR — indice de retencdo calculado a partir dos tempos de retengdo das substancias eluidas por CG-DIC e de
uma série homologa de hidrocarbonetos alifaticos saturados (Cg a Cyg).

IR};; - indice de retencdo da literatura (Adams, 1995).

(-) — indice de retencdo ndo descrito na literatura de referéncia (Adams, 1995).

NQ — néo quantificado




Quadro 32: Composicgdo da fragdo volatil das raizes do rabanete sem casca proveniente do Hortifruti adquirido

em julho (RSHI).
Substincia TR (min.) IR cate IR ;¢ Conc. (%)
3-hexen-1-ol 1,53 855 857 NQ
Dodecano 12,79 1202 1200 1,87
Tetradecano 20,96 1399 1400 19,64
Isotiocianato de 4-(metiltio)-3-butenila 21,58 1415 - 7,48
Isotiocianato de 4-(metiltio)-butila 21,73 1419 - 8,07
Nao identificado 37,80 1829 - 2,92
Acido hexadecanéico (palmitico) 41,41 1924 - 29,37
Eneicosano 46,88 2104 2100 1,97
Pentacosano 60,05 2496 2500 NQ
Ftalato 63,30 2560 - 1,55
Heptacosano 66,35 2623 - 1,68
Nio identificado 69,89 2707 - 1,79
Nio identificado 70,14 2712 - 3,57
Nio identificado 71,41 2737 - 2,33
Nio identificado 72,25 2754 - 5,61
Nio identificado 72,53 2754 - 3,43
Total quantificado 91,28

TR (min.) — tempo de retengcdo em minutos.

IR, — indice de reten¢do calculado a partir dos tempo de retencao das substancias eluidas por CG-DIC e de uma
série homologa de hidrocarbonetos alifaticos saturados (Cg a Cyg).

IRy; - indice de retengdo da literatura (Adams, 1995).

Conc. (%) — concentragdes calculadas em % de area da analise por CG-DIC

(-) — indice de retencdo ndo descrito na literatura de referéncia (Adams, 1995).

NQ — néo quantificado




Quadro 33: Derivados de glicosinolatos detectados na fragdo volatil das raizes do rabanete adquirido no

Hortifruti em fevereiro e em julho.

FEVEREIRO (%) JULHO (%)

Substéncia Com casca Sem casca Com casca Sem casca
Isotiocianato de 4-(metiltio)-3-butenila 6,88 1,36 5,70 7,48
Isotiocianato de 4-(metiltio)-butila 2,96 1,81 4,16 8,07
Isotiocianato de 2-feniletila tragos tragos ND ND
Isotiocianato de 5-(metiltio)-pentila NQ ND ND ND
Isotiocianato de 3-fenilpropila 0,95 ND ND ND
Isotiocianato de 6-(metiltio)-hexila 4,24 ND ND ND

(%) — concentragdes calculadas em % de area de analise por CG-DIC.
ND — ndo detectado
NQ — nao quantificado

Song e Thornalley (2007) verificaram, em diversas espécies de Brassica que apos uma
hora de corte, o contetido de glicosinolatos nos vegetais declina significativamente, numa taxa
de aproximadamente 30 a 50%, para a formac¢do de isotiocianatos.

Confrontando com as observacdes feitas por Schreiner et al. (2002), anteriormente
mencionadas na pagina 109, Coogan et al. (2001) verificaram que temperaturas mais amenas
(entre 13°C e 20°C) sdo mais favoraveis para a sintese de glicosinolatos no vegetal e,
conseqiientemente, para a producdo de seus derivados hidroliticos. Estes dados tém relacao
com as informagdes obtidas pelos comerciantes, aos quais perguntou-se sobre a época do
cultivo do rabanete e das demais espécies em estudo. Foi respondido que o cultivo do
rabanete no verdo ¢ muito dificil, sendo a sua produ¢do mais favoravel no periodo de abril a
outubro, ou seja, entre o outono e a primavera, justificando a concentra¢do dos derivados de
glicosinolatos ser maior na amostra coletada em julho do que naquela de fevereiro, conforme

ilustram os resultados.



4.3.2 Atividade antioxidante

Conforme pode ser observado nos graficos das Figuras 37 e 38, pagina 116, a
atividade antioxidante mostrou-se mais potente na amostra coletada em julho, com valores de
CE,s menores, sendo 59,000 £ 0,003 pg/ml para o rabanete com casca ¢ 107,000 = 0,003
pug/ml para o rabanete sem casca. Na amostra coletada em fevereiro, as concentragdes para
exercerem efeito antioxidante de 25% foram de CE,s = 66,000 + 0,004 pg/ml para o rabanete
com casca ¢ CE;s = 277,000 £ 0,0009 pg/ml para o rabanete sem casca. As analises
estatisticas dos graficos das amostras adquiridas nos dois periodos (Figuras 37 e 38) mostram
valores de p < 0,05, indicando uma diferencga estatisticamente significativa entre os potenciais
antioxidantes das por¢des com e sem casca, onde p = 0,04 para a amostra coletada em julho e
p = 0,02 para a amostra coletada em fevereiro.

Os valores de CE;s encontrados nas amostras dos dois periodos sdo compativeis com
os respectivos teores de fendis totais (Quadro 34, pagina 117). Para o rabanete adquirido em
julho, foram encontrados os valores de 4,700 + 0,120 mg de acido galico/g para a por¢do com
casca e 3,600 + 0,084 mg de acido galico/g para a por¢do sem casca. A diferenga entre as
porcdes foi estatisticamente significativa com p = 0,037. As determinagdes para as respectivas
porcdes da amostra coletada em fevereiro foram: 4,450 + 0,120 mg de acido gélico/g para o
rabanete com casca e 3,60 + 0,078 mg de acido galico/g para o rabanete sem casca, também
com diferenga estatisticamente significativa, com p = 0,041.

Os graficos das atividades antioxidantes apresentaram valores de coeficientes de
correlagio considerados bons: para a amostra coletada no inverno, R* = 0,9666 para a por¢io
com casca e R* = 0,9540 para a por¢cdo sem casca; para a amostra coletada no verdo, R? =
0,9377 para a por¢do com casca, €, R* = 0,8686 para a por¢ao sem casca. Assim como nas

demais espécies em estudo, estes coeficientes de correlagdo, maiores que 0,8, denotam uma



proporcionalidade direta entre a atividade antioxidante e a concentracdo de extrato vegetal
(Mensor et al., 2001; Borguini, 2006).
O Quadro 34 mostra um resumo dos resultados obtidos para a atividade antioxidante e

teor de fendis totais para o rabanete proveniente do Hortifruti dos meses de fevereiro e julho.
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Figura 37: Grafico da atividade antioxidante (%) versus concentragdo (ug/ml) de extrato aquoso de

Raphanus sativus L. (rabanete) obtido no Hortifruti .no més de fevereiro
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Figura 38: Grafico da atividade antioxidante (%) versus concentragdo (pg/ml) de extrato aquoso de

Raphanus sativus L. (rabanete) obtido no Hortifruti no més de julho.



Quadro 34: Atividade antioxidante, expressa em CE,s £ desvio-padrdo (D.P.) e teor de fenois totais,
expresso em miligramas de equivalente de acido gélico por grama de amostra (mg/g), do rabanete

proveniente do Hortifruti durante os meses de fevereiro e julho.

FEVEREIRO JULHO
Amostra Atividade Teor de fendis Atividade Teor de fendis
antioxidante totais (mg de acido antioxidante totais (mg de

(CE;s=D. P.) | gilico/g de amostra) | (CEys£+D.P.) acido galico/g de

amostra)
Rabanete 66,000 + 0,004 4,450 +0,120° 59,000 + 0,003 4,700 + 0,120
com casca
Rabanete 277,000 + 0,001 3,600 + 0,078" 107,000 + 0,003 3,600 + 0,084
sem casca

*Os valores representam médias + desvio-padrdo (D. P.) obtidos por meio de trés determinagdes de
atividade antioxidante e fenois totais.

**CE,s: concentracdo (pg/ml) de extrato necessaria para exercer 25% de um efeito maximo estimado em
100%.

Ocorreram diferengas estatisticamente significativas ao nivel de 5% (p < 0,05) entre as porgdes com e sem
casca.

Em seu estudo sobre processamento em rabanete, del Aguila et al. (2006) verificaram
que o corte do vegetal propiciou o decréscimo do teor de 4cido ascérbico, um agente
antioxidante muito importante presente nas plantas. Levine et al. (2008) atribuiram a
atividade antioxidante do rabanete, em parte, a presenga do acido ascorbico e folatos,
presentes em grande quantidade nesta espécie, € as antocianinas, presentes na casca (Otsuki et
al., 2002; Tatsuzawa et al., 2008) . Sabe-se que a ruptura do tecido vegetal causa alteragdes
metabolicas, assim a retirada da casca pode propiciar a hidrdlise de glicosinolatos em
produtos volateis com atividade antioxidante, perda de antocianinas e &acido ascorbico,
promovendo uma diminui¢do na atividade antioxidante.

De acordo com as diferengas de perfis de atividade antioxidante observadas nesta
amostra, em fun¢do da estacdo do ano, pode-se dizer que os resultados obtidos concordam

com os dados de Coogan et al. (2001), que mostraram que a temperaturas mais baixas, ocorre



maior preservacao de material vegetal para a sintese de metabolitos especiais, dentre os quais,

substancias com atividade bioldgica, algumas delas, dotadas de propriedades antioxidantes.



5 CONCLUSOES

e Os constituintes volateis presentes no nabo em maior concentracdo sao o isotiocianato
de 2-feniletila, benzopropanonitrila, 2-metil-5-hexenonitrila e isotiocianato de sec-
butila. Esta foi a espécie que apresentou a maior variedade em derivados de

glicosinolatos.

e Na rucula foi verificada a prevaléncia do isotiocianato de 4-(metiltio)-butila,
responsavel pela atividade antioxidante direta, ou seja, capacidade em seqliestrar

radicais livres.

e No rabanete, o isotiocianato de 4-(metiltio)-3-butenila foi detectado em concentragdes
maiores que a dos demais componentes. A erucina também foi detectada em

concentragdes apreciaveis nesta espécie.

e A variagdo de concentracdo da maioria dos derivados de glicosinolatos apds a
operacdo de corte com a retirada da casca das raizes de nabo e rabanete ou pela

refrigeracdo das folhas de rticula, foi confirmada pelos resultados obtidos.

e Verificou-se que o periodo do verdao foi mais favoravel para a sintese de substancias
no nabo, com perdas mais acentuadas com a retirada das cascas para os isotiocianatos
de ciclopentila e sec-butila. Para a ricula e o rabanete, o periodo do inverno foi o mais
favoravel para a producdo de maior numero e concentracdo de derivados de

glicosinolatos.



e A espécie que apresentou a atividade antioxidante mais potente foi o rabanete,
apresentando os menores valores para CE,s nas amostras adquiridas nas duas estacdes.
Este poder antioxidante mais pronunciado pode estar relacionado a concentracido de
isotiocianato de 4-(metiltio)-butila, detectado em maior quantidade na amostra do

inverno.

e A atividade antioxidante da rdGcula também mostrou-se aprecidvel, gragas a

concentragdes notaveis de isotiocianato de 4-(metiltio)-butila (erucina).

e O nabo foi a espécie que apresentou a atividade antioxidante mais baixa,
possivelmente por ter, em maior concentragcdo, o isotiocianato de 2-feniletila, que
possui acdo antioxidante indireta por inducdo de enzimas de fase II de destoxificagdo
de xenobidticos. Seus valores de CE,s para as por¢des com e sem casca foram os

maiores em relagcdo aos das demais espécies estudadas.

e Verificou-se que as operagdes de corte e refrigeragdo causam modificagdes nos
comportamentos fisiolégico e metabdlico do vegetal, redundando em alteracdes de
ordens quimica e biologica que podem afetar a qualidade de produtos horticolas para a
alimentacdo humana. Assim sendo, a fim de se preservar ao maximo as propriedades
funcionais dos alimentos, seu consumo sob as formas mais integra e fresca possivel é
recomendavel, uma vez que desconhece-se o grau de variacdo dos metabolitos

presentes nos vegetais provocada por tais operagdes.
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Figura 39: Cromatograma obtido por CG/EM do nabo com casca proveniente da Feira-livre adquirido em dezembro (NCFV).




4114

62219

36.373

29.847

B|I}2|IUS)-Z 9P OJeUBIOQlOS|

28.112

23.701

e|ujuouedoidozueg —» 8
o]

-

=
B[IX80|010 8p 0JeUBID0I0S| —BT

w,

B[IUSINg-C 2P OJBUEBID0I0S|

E[l}2WIp ap oRdnsSsHL >
B|ng-o8s apgleueIioonos| ﬁ

Ll

4— 2-metil-5-hexenonitrila
11.011

B0 II0ST 5p OJEUBIOONOS] —»

Figura 40: Cromatograma obtido por CG/EM do nabo sem casca proveniente da Feira-livre adquirido em dezembro (NSFV).
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Figura 41: Cromatograma obtido por CG-DIC do nabo com casca proveniente da Feira-livre adquirido em junho (NCFI).
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Figura 43: Cromatograma obtido por CG-DIC do nabo sem casca proveniente da Feira-livre adquirido em junho (NSFT).
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Figura 45: Cromatograma obtido por CG-DIC do nabo com casca proveniente do Supermercado adquirido em janeiro (NCSV).
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Figura 47: Cromatograma obtido por CG-DIC do nabo sem casca proveniente do Supermercado adquirido em janeiro (NSSV).
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Figura 48: Cromatograma obtido por CG/EM do nabo sem casca proveniente do Supermercado adquirido em janeiro (NSSV).
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Figura 49: Cromatograma obtido por CG-DIC do nabo com casca proveniente do Supermercado adquirido em julho (NCSI).
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Figura 51: Cromatograma obtido por CG-DIC do nabo sem casca proveniente do Supermercado adquirido em julho (NSSI).
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Figura 52: Cromatograma obtido por CG/EM do nabo com casca proveniente do Hortifruti adquirido em fevereiro (NCHV).
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Figura 53: Cromatograma obtido por CG/EM do nabo sem casca proveniente do Hortifruti adquirido em fevereiro (NSHV).
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Figura 54: Cromatograma obtido por CG-DIC do nabo com casca proveniente do Hortifruti adquirido em julho (NCHI).
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Figura 56: Cromatograma obtido por CG-DIC do nabo sem casca proveniente do Hortifruti adquirido em julho (NSHI).
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Figura 60: Cromatograma obtido por CG-DIC das folhas de rticula nio refrigeradas provenientes do Supermercado adquiridas em julho (RFSI).
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Figura 61: Cromatograma obtido por CG/EM das folhas de rucula ndo refrigeradas provenientes do Supermercado adquiridas em julho (RFSI).
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Figura 62: Cromatograma obtido por CG-DIC das folhas de ricula refrigeradas provenientes do Supermercado adquiridas em julho (RRSI).



(ISY) oynf we seprnbpe opeorowradng op sojuorusaoid seperoSiiyal e[noni apsey[of sep NH/D) 1od opnqo ewei3ojewor)) :¢9 eImnsiy

5L 00L 009 0°0F 0°0€ 002 001 0'E
I [ el ST e DI e 1) L | s _.. s L ] s P ] lo_
| 4 A
. | =
| -]
_ = - 00000S
E D
o I
7)) e
g o [
= = ~0000001
o =
3 o 3 o
3 g B |2 & *
B 4 1 g 1= & - 0000051
2 = @ 2 @ |5 &
= _.._L W.._.. =
_ £ = o .
. g | 5 = ® --000000Z
| |+
_ (g i
i LS wc.oc.oamm
= 5
o
=4 —000000€
o
| 2 - 00000S€
2 2
m -000000%
Aoy g ae el 0 o . Gﬁ__nEozUT




(AHLY) od1ew wo sepLimbpe nniynioy op sojuarusaoid sepeioSLiyol ogu e[nomnt op seyjoj sep /D) Jod oprqo eweidojewor)) 4,9 i

J440M
R o8 aid . B &8 % | oy B oz §
.J-(. T Y N e = .— JJHFJ T
BT 6L ¥
A L a e 4 & B - [
957y L
L. - Tee e |
. ()] ;
e 2a ] G
i - .
o o475 3 Iz
b 8 g
.sS»S..wo T = m
Q @ 5
5 5B
2} 3 &8l
& o o B0
m = 95872
g 5
a -3 =
® L 8
HCS - 1]
i =
3 = et
@ = &
= o ¥
S92 = i
o b3
£ :
7] Q

{ZRREZGLS s ; = ; 3 ¥ g




(AHWY) od1ew wo sepLmbpe nnynioH op sojuaiuoAold sepelddLijol e[nont ap sey[oy sep /D) Jod opnqo eweidojewor) :G9 e

ELLigd- 1o

MY TEEZIL

EEL R

g

226755

L2

BlING (011aW)-F 9P OJeUEBIoONOS|

@
~

ouBosa(]

3L




(THY) oyl wo sepuinbpe nnynioy op sajudruaAo1d sepeIoSLyor OrU BINONI Op Sey[of sep DI-D) Jod oprqo eweigoewor)) :99 eIngig

(RN U B T I T TR N T T T TN T TN T T N TN TN Nt OO N THNE TN GO O NN A TN NN O N A Y U O EON R A Y Y TR O TN Y O T SO N Y I O A O T A TN N A N L B A B N R N I N

AN
T _si,_ ) B
: TRl
& S ¥ |E-
L o
=
L e
o ’
= m/ .
= = e
0 @ |
o
e
& |
e (o]
S -
2 2. 7]
o 9, Wz
o 3
- O =
m-.- 3 B
o /i ; B
o .
i} e =
t o
o
3 _
)
o
m —
o
e —
e ¢ |
= P
] &
slez |




(THAY) oyl wa sepumbpe nnynioy op sajuaruarold seperadLijar oeu B[NONI 9p SBY[OF Sep NH/D)) 1od opriqo eweidojewor)) :/9 eimsdif

)0 1+JIL

urw
0°0L 009 0'0¢ 0'0p 0°0€ 0'0Z 001 0°¢
s e .:.Lh,m._l.-_l,-._ e _,__...._w-w.dﬁ.l..hrpﬂaunu 0
s g i _,
2 “ 8 - 00008
000001
2 | - 000051
g |
> 000002
“ 5] [
| 2 '
| '3 | 000052
| 3 !
| 2 ~00000¢
| cl W
| 2 - 00005€
3 -00000¥
. z (pazijeuLoN),

Ausuajul




A} AR

091" 69
T
658°¥9

BEL 29
186765

se6°%8 ‘1843

SET LD

L¥8" 25

¢S6° 8%
908" 9 z99°L¥

C T€6'SY
9135 StL v¥

506" 17
.. gor oY
299" 65 ..
a1 S99BE o
gzr 9t o0 LE 9v9°9e
9L9SE gco-
£52° %€ Sk
210°€c EeR-EE LUL'EC
R 0T6° ¢

29%'0t ;
85V 6T 0Lz 67 g9t Sér

ESL°ST gLe'sz

-

Bjing (onjnaw)- ap o;euegoog;c;5| © §%0'0z —

0.232

E:

06L°TT,
Buouajonopiena] —® 8z0° 0T
- 5 -
s T et

—0.012

(TR T T TR T Y N T N O A N [N N U NN DN A NN N NN RN S N N N NN N N U N U RO I A AN A AN N U N NN N I SN D R N N U RN N U N R N D RO S N R N S A RN BN B BN B |

Figura 68: Cromatograma obtido por CG-DIC das folhas de rtcula refrigeradas provenientes do Hortifruti adquiridas em julho (RRHI).
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Figura 70: Cromatograma obtido por CG-DIC do rabanete com casca proveniente do Hortifruti adquirido em fevereiro (RCHV).
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Figura 72: Cromatograma obtido por CG-DIC do rabanete sem casca proveniente do Hortifruti adquirido em fevereiro (RSHV).
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Figura 74: Cromatograma obtido por CG-DIC do rabanete com casca proveniente do Hortifruti adquirido em julho (RCHI).
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Figura 75: Cromatograma obtido por CG-DIC do rabanete sem casca proveniente do Hortifruti adquirido em julho (RSHI).
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isotiocianatos

Isotiocianato de ciclopentila

Isotiocianato de 3-butenila

Isotiocianato de benzila

Isotiocianato de 4-(metiltio) butila

Isotiocianato de 5-(metiltio) pentila

Isotiocianato de 2-feniletila

Isotiocianato de isopropila

Isotiocianato de sec-butila

Isotiocianato de cicloexila

Isotiocianato de 3-fenilpropila
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Isotiocianato de 6-(metiltio) hexila
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Figura 104: Estruturas quimicas dos derivados de glicosinolatos detectados nas raizes de Brassica rapa L. e

Raphanus sativus L. e nas folhas de Eruca sativa Mill.
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