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RESUMO
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Curso de Quimica Bacharelado
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Brassica oleracea var. capitata:

INFLUENCIA DE NITROGENIO E BORO NA ATIVIDADE
ANTIRRADICALAR (DPPH, OH*, O;")

AUTORA: Marcella Emilia Petra Schmidt
ORIENTADOR: Marcelo Barcellos da Rosa
Data e Local Da Defesa: Santa Maria, 2 de julho de 2014

No Brasil, a hortalica da familia Brassicaceae mais consumida € Brassica oleracea var.
capitata (repolho branco) e no Espirito Santo € a terceira cultura de maior expressao. A
adubacdo correta favorece a qualidade do produto final, proporcionando respostas
positivas na produtividade. A ingestdo de plantas medicinais com propriedades
antioxidantes como, por exemplo, o repolho, contribuem para o combate do estresse
oxidativo causado pela producdo excessiva de espécies reativas ou pela ineficiéncia do
metabolismo antioxidante no organismo. Sabe-se que entre os metabdlitos secundarios
presentes nas Brassicas destacam-se os glicosinolatos,os acido fendlicos e flavonoides
gue conferem a esta familia grande atividade antioxidante. O objetivo deste trabalho foi
verificar a influéncia da adubacéo nitrogenada e boratada na atividade antirradicalar de
metabolitos secundarios frente aos radicais hidroxil, superéxido e DPPH em amostras de
Brassica oleracea var. capitata cultivadas no Espirito Santo. Os tratamentos consistiram
em concentragdes de 0; 75; 150; 225 e 300 kg.ha™ e 0; 2; 4: 6 e 8 kg.ha* de nitrogénio e
boro respectivamente. Frente ao radical DPPH e hidroxil observou-se um aumento na
atividade antirradicalar nas duas partes da planta estudadas, em ambos os tratamentos.
Nos testes com o radical O;", ndo foram obtidos resultados positivos para a nutrigdo com
boro e nitrogénio.

Palavras-chave: Brassica oleracea var. capitata, atividade antirradicalar, nitrogénio e boro
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RADICAL ACTIVITY (DPPH, OH®, O,")
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In Brazil, the most consumed greenery of the family Brassicaceae is Brassica
oleracea var. capitata (white cabbage) and in Espirito Santo it is the third major
cultivation. The correct fertilization enhances the quality of the final product, resulting
in positives responses for the productivity. Ingesting medicinal plants with antioxidant
properties such as cabbage contributes for the fight against the oxidative stress
caused by the excessive production of reactive species or for the inefficiency of the
antioxidant metabolism in the organism. It is known that amongst the secondary
metabolites present in the brassicas stand out the glicosinolates, the phenolic acids
and the flavonoids which proportionate this family great antioxidant activity. The
purpose of this work is to verify the influence of the nitrogenated and borated
fertilization in the anti-radical activity of the secondary metabolites against the
hydroxyl, superoxide and DPPH radicals in Brassica oleracea var. capitata samples
harvested at Espirito Santo. The treatments consisted in 0, 75, 150, 225 and 300
kg.ha and 0, 2, 4, 6 and 8 kg.ha™ of nitrogen and boron respectively. Front of DPPH
ad hydroxyl were observed an increase in antiradical activity in both of studied parts
of the plant and treatments. In tests with O, radical, no positive results for nutrition with
boron and nitrogen were obtained.

Keywords: Brassica oleracea var. capitata, antiradical activity, nitrogen and boron
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INTRODUCAO

A crescente procura e uso de fitoterapicos como alternativa no tratamento de
patologias ou na prevencdo dessas, tem despertado um grande interesse em
setores da industria farmacéutica, alimenticia e cosmética. Desta forma, a demanda
de plantas medicinais aumentou significativamente na Ultima década forcando a
busca de alternativas para otimizar e melhorar a producdo desses cultivares (DAL
PRA 2013, CASTELUBER 2014).

A técnica de adubacdo é reconhecida como benéfica ao crescimento das
plantas a mais de 2000 anos, entretanto, apenas no inicio do século XIX foram
realizados os primeiros estudos a cerca da nutricdo mineral de plantas por JUST von
LIEBIG. Von LIEBIG concluiu que nitrogénio (N), enxofre (S), fésforo (P), potassio
(K), célcio (Ca), magnésio (Mg), silicio (Si) , sédio (Na) e ferro (Fe) eram elementos
essenciais, embora hoje saiba-se que o Si e Na ndo sédo considerados essenciais
(MENGEL & KIRKBY, 1978).

Segundo AVALHAES e colaboradores (2009) a omissdo de macronutrientes
influenciou  negativamente a  produtividade da  couve-flor, reduzindo
consideravelmente a altura, o numero de folhas, area foliar, assim como massa seca
da parte aérea, raizes e planta inteira. Resultados semelhantes foram encontrados
para a deficiéncia de nitrogénio e fésforo para couve da Malasia, onde as plantas
produzidas apresentaram menor desenvolvimento e producdo. Ja a deficiéncia de
boro, levou a morte das plantas entre 30 e 37 dias apds a semeadura, mostrando a

importancia deste nutriente no cultivo das brassicas (MOTA et al., 2009).

Dentre as inimeras espécies com grande interesse farmacolégico da familia
Brassicaceae, destaca-se a Brassica oleracea var. capitata, popularmente conhecida
como repolho branco. Sabe-se que antes de ser usado como alimento, o repolho era
empregado no tratamento de Ulceras, gota, diarréia, dores de cabeca e como
cicatrizante (SINGH et al., 2006, CARVALHO et al. 2008). A Brassica oleracea vem
sendo amplamente estudada devido a sua atividade antioxidante, anti-inflamatoria,

antimicoética, anti-hiperglicemiante, anticarcinogénica, e antibacteriana (BROOKS,
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PATON; VIDANES, 2001; KATAYA; HAMZA, 2007; LIN; LI; HWANG, 2008; FARAG;
MOTAAL, 2010; BAJPAI, KANG; BAEK, 2012; JAISWAL, ABU-GHANNHAM;
GUPTA, 2012).

A ingestao de plantas medicinais com propriedades antioxidantes como, por
exemplo o repolho, contribuem para o combate do estresse oxidativo causado pela
producdo excessiva de espécies reativas ou pela ineficiéncia do metabolismo
antioxidante no organismo. Sabe-se que entre os metabdlitos secundarios presentes
nas brassicas destacam-se os glicosinolatos, os acido fendlicos e flavonoides que
conferem a esta familia grande atividade antioxidante. Nao podemos medir a
atividade antioxidante in vitro de forma direta, mas sim pelos efeitos dos
antioxidantes frente a espécies reativas (ANTOLOVICH et al., 2002). Os diversos
testes propostos na literatura variam quanto ao tipo de radicais gerados, ao
indicador de oxidacdo escolhido e ao método usado para sua deteccdo e
guantificacdo (VASCONCELOS et al., 2007).

Com o objetivo de avaliar a influéncia na atividade antioxidante da Brassica
oleracea var. capitata cultivada com diferentes concentracdes de nitrogénio e boro,
foram escolhidos trés métodos de baseados em diferentes radicais livres (DPPH,

superoéxido e hidroxila) para mensurar a atividade antioxidante dos
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Brassica

A familia Brassicaceae apresenta cerca de 400 géneros e 4.000 espécies. No
Brasil ocorrem 7 géneros e aproximadamente 50 espécies (SOUZA & LORENZI,
2005). Através do melhoramento genético sdo encontradas diversas variedades
horticulturais, com destaque para a B. oleracea var. acephala (couve-mantiega), B.
oleracea var. capitata (repolho), B. oleracea var. gemmifera (couve-de-bruxelas), B.
oleracea var. borytis (couve-flor) e B. oleracea var. italica (brécolis) (SOUZA &
LORENZI, 2005).

O estudo da familia Brassicaceae tem crescido devido as propriedades
farmacologicas de seus principais metabolitos, os glicosinolatos (GLS). Esses
metabolitos, bem como seus produtos de hidrélise (isotiocianatos, nitrilas e
tiocianatos) sao considerados potentes antioxidantes, anticarcinogénicos,
antibacterianos e previnem doencas cardiovasculares (MARTON, et al. 2013).
Outros estudos atribuem a acdo protetora dos vegetais cruciferos a compostos
antioxidantes, como acido ascorbico, a-tocoferol, [p-caroteno, flavonodides,

isoflavonas, flavonas, antocianinas e catequinas (SINGH et al. 2006).

2.1.1 Brassica oleracea var. capitata

O repolho (Brassica oleracea var. capitata) (Figura 2) é uma hortalica
herbacea folhosa da familia das Brassicaceae, com folhas arredondadas e cerosas
(FILGUEIRA et al., 2008). Esta pode apresentar folhas lisas verdes ou arroxeadas,
ou folhas crespas de cor verde. As cabecas devem ser compactas, firmes e sem
rachaduras e as folhas ndo devem apresentar manchas escuras ou perfuracdes
(PRADO et al.,2008).
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Segundo Balbach e Boarim (1993), os romanos ja empregavam a Brassica
sp., como abstergente (produto utilizado para limpar ferimentos) e na forma de
cataplasmas no tratamento das feridas. Relatos informam ainda o uso da Brassica
sp. a mais de um milénio em processos de cicatrizacdo de abscessos, cefalalgias
idiopéticas (dores de cabeca de causas desconhecidas), dores, tumores, prevencao
de tuberculose, anemia, enfermidades do estdmago, Ulceras internas, hemorréidas,
alcoolismo e gota (CARVALHO et al. 2008).

Figura 1 - Repolho (Brassica oleracea var. capitata)

Fonte: retirado do site http://fr.wikipedia.org/wiki/Chou_cabus acesso 04 de mai. 2014

2.2 Atividade biolbgica da Brassica

O género Brassica tem sido amplamente estudado, devido a ampla atividade
biologica dos metabdlitos secundarios presentes em suas espécies. A tabela 2

apresenta alguns estudos cientificos a respeito dessas atividades biologicas.

Tabela 1 — Atividade bioldgica de diferentes espécies de Brassica

Planta Atividade bioldgica Referéncia

Brassica sp Quimioprevencao, (LAMY et al. 2013)

supressao no



http://fr.wikipedia.org/wiki/Chou_cabus
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crescimento e inducao
de apoptose de células

cancerigenas

Brassica oleracea

var. capitata

Antimicética

(BAJPAI, KANG & BAEK, 2012)

Brassica oleracea
(brécolis, repolho branco e

couve-de-bruxelas)

Antibacteriana e

antioxidante

(JAISWAL, ABU-GHANNHAM &

GUPTA, 2012)

Brassica oleracea var.

acephala DC

Antiulcerogénica

(LEMOS et al. 2011)

Brassica oleracea L.
(repolho roxo)

Toxicidade aguda e

subcrénica negativa

(THOUNAOJAM et al. 2011)

Brassica oleracea

var. capitata

Anticarcinogénica

(FARAG & MOTAAL, 2010)

Brassica oleracea L. var.

(repolho roxo)

Anti-inflamatoéria

(LIN,LI,& HWANG, 2008)

Brassica oleracea

var. capitata

Fotoprotecéao

(ROSA et al. 2008)

Brassica oleracea

(repolho roxo)

Antioxidante e

anti-hiperglicemiante

(KATAYA & HAMZA, 2007)

Fonte: retirado de DAL PRAA, Valéria et al. A review of influence of environment and process
parameters on glucosinolate-myrosinase system from Brassica. Journal of Applied Pharmaceutical
Science Vol, v. 3, n. 08, p. 121-128, 2013.

2.3 Nutricao e plantio

No Brasil, o repolho é a brassica mais consumida e sua producdo se

concentra proxima as capitais e nas regides serranas, sendo o cultivo realizado tanto

por meio da agricultura familiar quanto pelos grandes produtores de hortalicas

(ABCSEM, 2013). No Espirito Santo é a terceira cultura olericola de maior

expressdo, sendo precedida pelo tomate e taro, ocupando uma area de 1.389 ha

(IBGE, 2010).
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Visando a ampliagdo da producdo e melhora na qualidade desta hortalica ha
a necessidade de controle dos fatores de produgcdo como, por exemplo, o
fornecimento de macro e micronutrientes necessarios para o0 desenvolvimento
nutricional da planta (TAIZ & ZEIGER, 2004). Os efeitos desses no crescimento e na
producéo sao usualmente estudados em termos das suas funcdes no metabolismo
das plantas. Além disso, a nutricdo mineral pode influenciar o crescimento e a
producdo das plantas cultivadas de forma secundaria, causando modificacbes na
forma de crescimento, na morfologia, na anatomia e na sua composi¢do quimica
(AVALHAES et al. 2009).

Moreira e colaboradores (2011) avaliaram o efeito da fertilizagdo com
nitrogénio sob a producdo e a qualidade do repolho, evidenciando que pequenas
doses de nitrogénio podem resultar na baixa produtividade e cabecas menores,
devido a reduzida area foliar (CARDOSO & HIRAKI, 2001; TORRES et al., 2003).
Por outro lado, dose muito alta de nitrogénio favorece o crescimento excessivo das
folhas, reduz os teores de aclcares e de vitamina C e a massa da matéria seca da
cabeca (DIN et al., 2007; KANO et al., 2007).

Segundo Filgueira, 2008 a deficiéncia de boro nas brassicas (repolho, couve-
flor e brocolis) resulta em coloracdo escura na parte central do caule, cabecas
pequenas, pouco compactas e com partes escuras no caso da couve-flor, coloragao

bronzeada na inflorescéncia.

2.4 Radicais livres e defesas antioxidantes

No transcorrer dos ultimos dois bilhdes de anos 0s organismos Vvivos se
adaptaram a uma crescente concentracdo de oxigénio atmosférico (BERGAMINI et.
al.,, 2004; WINTER, 1994). Desta forma o processo de oxidacdo tornou-se parte
fundamental da vida aerdbica e do metabolismo (BARREIROS et al., 2006) uma vez
gue a transferéncia de elétrons € um dos processos quimicos mais importantes para

a sobrevivéncia celular (ALVES et al., 2010).
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O processo de oxidagcdo, essencial para a sobrevivéncia dos organismos
aerdbicos, forma espécies reativas (de oxigénio, nitrogénio, cloro, carbono, radicais
de enxofre, intermediarios neutros (H.0,), carregados (ONOOQO), etc.) que tem o
papel de reagir com outras espécies e formar radicais livres (VASCONCELOS et al.
2006). Radicais livres sdo atomos ou moléculas produzidos continuamente durante
0s processos metabdlicos e atuam como mediadores para a transferéncia de
elétrons em varias reacdes bioquimicas. Esses possuem diferentes papéis no
organismo e encontram-se envolvidos na producéo de energia, fagocitose, regu-
lagdo do crescimento celular, sinalizagdo intercelular e sintese de substancias
biolégicas importantes. (ALVES et al., 2010).

Organismos aerobicos, por meio de um eficiente sistema antioxidante,
conseguem controlar e restabelecer o equilibrio biologico quando a producdo de
espécies antioxidantes é exacerbada (VASCONCELOS et al., 2007), porém quando
este equilibrio ndo consegue ser reestabelecido, devido a grande produgao de ER’s
ou a uma falha no sistema antioxidante, instala-se a condicdo denominada estresse
oxidativo (VASCONCELOS et al., 2007).

Estudos a cerca do envelhecimento, de doencas degenerativas,
cardiovasculares, asma, acidente vascular cerebral, diabetes, hipertensao, infarto do
miocardio, pneumonia (VASCONCELOS et al,. 2006) entre outras relacionam todas
essas patologias a uma uUnica causa, 0 estresse oxidativo. Na figura 2 pode-se
visualizar de uma forma mais sistematica as fontes e respostas do organismo aos
radicais livre e espécies reativas.

Uma forma de auxiliar no combate de radicais livres em excesso no
organismo € a ingestdo de compostos ricos em polifenois, flavonoides, flavonas,

acido fendlicos (BARREIROS et al. 2006) que séo antioxidantes naturais.
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Fontes enddgenas de RL Fonte exdgenas de RL Defesas antioxidantes
Mitocondrias

Peroxissomos Raios UV Sist. Enzimatico (SOD, CAT, GPy)
Lipoxigenases Radiagdo ionizante Sist. ndo Enzimatico (glutationa,
NADPH Oxidase Quimioterapicos carotndides, tocoferdis, vit. C,
Citocromo P450 Xenobiodticos flavonoides)

Citocinas inflamatérias

ERO ERN ERS M™ ERCI ERC
0,7, 102, HOCI NO®, ONOO®,| RS’ Fe HOCI CO";
H,0,, O, ‘OH, NO,", NO,Cl Cu NO,ClI R2C=O3+
CO";, R,C-0* Mn
Defesa AO ineficiente Defesa AO eficiente
e/ou descontrole na e/ou controle na
produgdo de ER produgdo e ER

ESTRESSE OXIDATIVO HOMEOSTASE

Dano no DNA Crescimento e
Doencgas metabolismo normais
Envelhecimento

Figura 2 - Fontes e respostas celulares as ERs

Fonte: adaptado de VASCONCELOS et al,. 2006

2.5 Espécies reativas

Radicais livres podem ser definidos como moléculas ou fragmentos
moleculares contendo um ou mais elétrons desemparelhados em um orbital atbmico
ou molecular (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007). Porém o conceito de radical livre
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exclui espécies que ndo possuam elétrons desemparelhados, sendo assim usamos
o termo “espécie reativa” para toda e qualquer molécula que possua a capacidade
de oxidar ou ser convertida em radical. Existem diversos tipos de espécies reativas

presentes no sistema biolégico, a seguir podemos ver alguns exemplos (tabela 2).

Tabela 2 — Tipos de espécies reativas presentes no sistema biol6gico

Espécies reativas radicalares | Espécies reativas ndo radicalares

Espécies reativas de oxigénio (ERO)

Superoéxido, O, Peréxido de hidrogénio, H,0,
Hidroxil, HO’ Peroxidos organicos, ROOH
Peroxil, RO, Peroxinitrato, O.NOO
Alcoxil, RO’ Oz6nio, O3

Hidroperoxil, HO,’

Espécies reativas de nitrogénio (ERN)

Oxido nitrico, NO Acido nitroso, HNO,
Di6xido de nitrogénio, NO;’ Cation nitroxil, NO*
Nitrato, NO3’ Anion nitroxil, NO

Peroxinitrito, ONOO’

Espécies reativas de bromo (ERBY)

Bromo atobmico, Br’ Gas bromo, Br»

Espécies reativas de cloro (ERCI)

Cloro atébmico, CI’ Gés cloro, Cl,
Dioxido de cloro, ClIO»

Espécies reativas de enxofre (ERS)

Radical tiila, RS’

A molécula de O,, possui dois elétrons desemparelhados na sua Uultima
camada eletrbnica, o que possibilita a ocorréncia de uma reducdo, gerando
diferentes metabdlitos, que sdo conhecidos como “Espécies reativas de oxigénio
(EROs)” (VASCONCELOS et al.2006).
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2.5.1 Radical hidroxila (OH )

O radical hidroxila € a forma neutra do ion hidréxido. Esta ERO é muito
reativa por apresentar um tempo de meia-vida in vivo muito curto (cerca de 107
segundos) (VALKO et al., 2007). Dificilmente pode ser sequestrado in vivo e uma
vez formado, o organismo ndo possui mecanismo de defesa para combaté-lo
(VASCONCELOS et al., 2007).

Esse radical frequentemente ataca as moléculas por abstracdo de hidrogénio
e por adi¢édo a insaturagdes (BARREIROS et al., 2006). No organismo as principais
vias de formacdo deste radical sao: por reacdo de perdxido de hidrogénio (H205)
com metais de transicédo (equacéo 1) e homolise da agua por exposicédo a radiacao
ionizante (equacgéao 2) (BARREIROS et al., 2006).

v

(1)

_ (2)

A incidéncia de radiacéo no ultravioleta, raios gama e raios X podem produzir
radicais hidroxila nas células da pele. O ataque intensivo e frequente deste radical
pode originar mutacdes no DNA e, consequentemente levar ao desenvolvimento de
cancer em seres humanos (BARREIROS et al., 2006).

Caso o radical hidroxila for produzido proximo ao DNA e esse estiver ligado a
um metal, poderdo ocorrer modificacdes de bases purinicas e pirimidinicas, levando
a inativacdo ou mutacdo do DNA (FERREIRA & MATSUBARA, 1997)

2.5.2 Radical superéxido (O2)

O radical superéxido (O2) é gerado continuamente por diversos processos,
sendo eles, a reducédo do oxigénio (O2) como mostra a equacgao 3, o transporte de
elétrons na mitocéndria (através enzimas como XOD e NADPH oxidase) (BABIOR et
al.,1997; VASCONCELLOS et al.,2007).
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- 3)

Ao contrario da maioria dos radicais livres o radical superéxido € pouco reativo. Em
meio aquoso, sua reacgédo principal é a dismutacdo, na qual se produz uma molécula
de peroxido de hidrogénio e uma molécula de oxigénio (equacdo 4 e 5)
(BARREIROS et al. 2006).

—_— (4)

— (5)

O radical anion superoxido (02" 7) participa de certos processos quimicos
importantes no contexto biolégico. O principal deles € auxiliar na producdo de
radicais hidroxila (HO"), através da reducao de Fe (Ill) a Fe (ll) (Equacao 6), seguida
da reacédo do radical superoxido com peroxido de hidrogénio, catalisada pelo Fe(ll),
reacdo de Haber-Weiss (Equacéo 7) (BABIOR et al.1997; BARREIROS et al. 2006;
VASCONCELLOS et al. 2007).

«—> - — (6)

«—> (7)

2.5.3 Pero6xido de hidrogénio (H205)

O peroéxido de hidrogénio (H20,), apesar de ndo ser considerado um radical
livre € um metabdlito de oxigénio extremamente nocivo ao organismo, que contribui
para o0 estresse oxidativo. A formacdo in vivo deste metabdlito ocorre pela
dismutacdo espontanea do anion-radical superéxido (O, ) por enzimas oxidases ou
pela B-oxidacdo de acidos graxos (equacdes 8 e 9). O H,0O, é mais estavel do que o
radical OH" e tem a capacidade de atravessar camadas lipidicas induzindo danos na
molécula de DNA por meio de reacdes enzimaticas (ANDERSON, 1996; FERREIRA
& MATSUBARA, 1997); BARREIROS et al.2006; VASCONCELLOS et al. 2007).
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- — (8)

- — (9)

2.5.4 Radical hidroperoxila (HO")

O radical hidroperoxila (HO") é a forma protonada do radical superéxido (O5)
(HALLIWELL, 2007). Evidéncias indicam que este radical é mais reativo que o
radical O," por sua maior facilidade em iniciar a peroxidagdo lipidica in vivo
(FERREIRA & MATSUBARA, 1997; VALKO et al.2007).

2.6 Métodos de avaliacdo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante ndo pode ser medida diretamente, mas sim pelos
efeitos dos antioxidantes em controlar a amplitude da oxidacdo (ANTOLOVICH et
al.,, 2002). Diversas metodologias para mensurar a atividade antioxidante s&o
propostas na literatura. Essas variam quanto ao tipo de radicais gerados, ao
indicador de oxidacdo escolhido e ao método usado para sua deteccdo e
guantificacdo (VASCONCELOS et al.,2007).

Nos ensaios baseados na captagado (“trap assays”), um radical é gerado e
reage com moléculas-alvo, para produzir cor, fluorescéncia, quimioluminescéncia,
perda ou ganho de sinais de ESR (Ressonancia do Spin Eletrbnico) ou outra
mudanca mensuravel. A presenca de antioxidantes altera esses sinais, 0 que
permite sua analise quantitativa (VASCONCELOS et al.,2007).

Pode-se também avaliar a atividade antioxidante de uma determinada enzima
(SOD, CAT, GP4,GR) ou de uma determinada substancia (GSH,CoQ, URH3, a-
tocoferol, B-caroteno), porém para isso é necessario saber quais tipos de radicais
sdo gerados, como e onde eles ocorrem (ALVES et al., 2010).

Segue abaixo a descricdo dos métodos utilizados neste trabalho para

mensurar a atividade antioxidante na Brassica oleracea var. capitata.
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2.6.1 Radical Superdéxido

A producédo do anion radical superéxido (O,") é essencial para a defesa dos
organismos vivos, pois esse radical atua na transferéncia de sinais entre células
vivas. Porém, a superproducdo deste pode causar estresse oxidativo e estar
envolvida em diversas patologias (ALVES et al., 2010).

A xantina Oxidase (XOD) é a enzima responsavel pela transformacéao tanto da
hipoxantina em xantina, quanto desta em acido Urico, tendo como consequéncia a

producao de perdxido de hidrogénio e radical superoxido (figura 3).

o) 0
H,0, 0, Hy0y

XO/ iT\ )N 0/4

202 Oy 202

HN NH
4& N/k\ o
H

Hipoxantina Xantina Acido Urico

Figura 3 - Formacao de radical superoxido meio HPX/XOD

Existem diversos métodos para mensurar a capacidade de um antioxidante
sequestrar um radical superéxido, um exemplo é o método de Zhao et al., 2006 que
monitora a reducdo do NBT (nitroblue tetrazolium) a formazan em pH 7,4 e
temperatura ambiente (figura 4) (ALVES et al., 2010).

0] O
|| ()2 H’)Oo
HN/T N
N N \
H H 20, 20,7
Xantina >_< Acido Urico
R R
/ /
N—N NN -
/|L N— )]\ N—R
v v
R N R N
Formazan NBT

Figura 4 - Formacéao do formazan a partir da reducédo do NBT
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Em seguida a geracdo do formazan € acompanhada por espectrofotometria
através da mudanca na coloragcdo amarelo palido do NBT para uma coloracédo
purpura do formazan no comprimento de onda de 560 nm (ALVES et al., 2010).
Alimentos, substancias que atuam como antioxidantes reagem com o radical
superoxido inibindo a formacdo de formazan o que resulta em decaimento na cor

purpura.

2.6.2 Radical Hidroxil

Sabe-se que a exposicao do DNA a radicais hidroxila pode gerar uma série de
subprodutos devido a alta reatividade deste (ANGELO et al.,2007). Este €
considerado muito danoso ao organismo, porgue sua meia-vida é muito curta e
dificilmente pode ser sequestrado in vivo (ALVES et al. 2010).

Um dos métodos especificos para determinar o sequestro do radical hidroxil &
0 ensaio empregando-se a 2-deoxirribose. Neste ensaio, ‘OH é gerado pela reacdo
do cloreto férrico (FeCls) e acido etilenodiaminotetracético (EDTA) na presenca de
ascorbato, que reage para formar Ferro(ll)-EDTA juntamente com ascorbato
oxidado. O H,0O, reage com Ferro(ll)-EDTA para formar Ferro(lll)-EDTA e "OH
através da reacdo de Fenton. O radical formado pode entdo reagir com 2-
deoxirribose para formar o malondialdeido que sob aquecimento com acido
tiobarbiturico (ATB) em pH baixo, apresentam coloracdo rosada, sendo monitorado

por espectrofotometria na regido do visivel (532 nm) (ALVES et al. 2010).

OH l
TBA MDA
HO
SYN\ OH N
N / / \>—SH + 2H,0
—N
OH HO

Figura 5 — Formacao do cromégeno fluorescente entre o malondialdeido (MDA) e o

acido tiobarbiturico

2.6.3 Método de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)
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A molécula de DPPH é caracterizada como um radical livre estavel em virtude
da deslocalizacdo do elétron desemparelhado por toda a molécula. Esta
deslocalizagdo confere a esta molécula uma coloracdo violeta, caracterizada por
uma banda de absor¢cdo em etanol em cerca de 520 nm (MOLYNEUX, 2004). Este
ensaio se baseia na medida da capacidade antioxidante de uma determinada
substancia em sequestrar o radical DPPH (Figura 6) e reduzindo-o a hidrazina.
Quando uma determinada substancia que age como doador de &tomos de
hidrogénio é adicionada a uma solu¢édo de DPPH, a hidrazina é obtida com mudanca
simultdnea na coloragéo de violeta a amarelo palido (ALVES et al. 2010).

NO,

©\ : @ L
N—N N—N_ i
@ o . @ o o
2

1

Figura 6 — Formas radicalar (1) e ndo — radicalar (2) do DPPH

2.7 Métodos de Extracédo

A avaliacdo da capacidade antioxidante de plantas e alimentos pode ocorrer a
partir de extratos. Estes tém por objetivo separar substancias potencialmente ativas

ou inativas por meio de processos quimicos, fisicos ou mecanicos.

Dal Pr4 e colaboradores (2014) otimizaram um método de extracdo por
ultrassom para amostras de Brassica oleracea var. capitata. Para a obtencdo dos
extratos a serem utilizados para a atividade antioxidante verificou-se que a melhor

proporcao para extracdo dos compostos foi de 60:40 etanol/agua.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Instrumentacéao

Todas as medidas espectrofotométricas foram realizadas em um
espectrofotometro Lambda 16 da Perkin Elmer utilizando uma cubeta de quartzo

com caminho 6ptico de 1 cm.

e Balanca analitica Shimadzu AU Y220

e Banho ultrassonico Unique USC 2800A

e Purificador de 4gua, Milli-Q Synergy UV, resistividade de 18,2 MQ cm™
e Banho-maria Novatecnica modelo NT268

e pHmetro 827 pHlab da Methrom

3.2 Preparo das amostras

As amostras de Brassica oleracea var. capitata utilizadas neste trabalho foram
obtidas como massa seca em parceria com a UFES recebendo os tratamentos
citados na tabela 3. As mudas de repolho foram divididas em dois grandes grupos,
tratamento com boro nas concentracdes de 0, 2, 4, 6 e 8 kg.ha™ e tratamento com

nitrogénio nas concentracdes de 0, 75, 150, 225 e 300 kg.ha™.

As mudas foram produzidas sob ambiente protegido e apdés 30 dias com o
desenvolvimento de 4 a 5 folhas definitivas, as mudas foram transplantadas para o
campo e dispostas em canteiros de 2,1 x 2,1 m com distancia de 0,5 m entre eles. O
delineamento experimental utilizado foi de blocos ao acaso com 4 repeti¢cdes, sendo
cada parcela representada por um canteiro. Na colheita, que ocorreu aos 83 apds o

transplante das mudas, foram retiradas 04 plantas centrais de cada parcela.
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Tabela 3 - Tratamento das amostras de Brassica olereacea var. capitata

Tratamento Parte da planta
Boro Folha
0,2,4,6e8kg.ha* Cabeca
Nitrogénio Folha
0, 75, 150, 225 e 300 kg.ha™ Cabeca

3.2.1 Preparo dos extratos

Para a obtencdo dos extratos metanolicos pesou-se um grama de matéria
seca e extraiu-se por duas horas com 10 mL de metanol em banho ultrassénico

equipado com transdutor de vibracdes longitudinais e area superficial de 282,2 cm?.

Apbs a extracdo as amostras foram filtradas em filtros Chromafil® com poro de

0,20 um e 25 mm de diametro, acondicionadas sob refrigeracéo e ao abrigo da luz.

3.3 Procedimentos analiticos e preparo de solucdes

3.3.1 Capacidade Antioxidante frente ao radical DPPH

O radical DPPH foi obtido comercialmente (Aldrich Chemistry®). Preparou-se

uma solucdo de trabalho de DPPH 10 mol.L™ em metanol.

Para analise dos extratos de Brassica frente ao radical DPPH procedeu-se da
seguinte maneira: 1500 pL do extrato a 1480 pL da solucdo de DPPH e 20 uL do
solvente utilizado para a extracdo (metanol, neste caso) Um branco foi realizado
para cada amostra (1500 pL do extrato e 1500 pyL do solvente), bem como um
branco para o DPPH (1480 pyL de DPPH e 1520 pL de metanol). Apés decorridos 30
minutos de reacao sob abrigo da luz as absorvancias foram medidas em 522 nm e a
porcentagem da atividade antioxidante frente ao radical DPPH foi calculada
conforme equacéo 10 (DAL PRA et al.,2013).
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Equacéo 10: Atividade antioxidante frente radical DPPH

Onde:
Apppr= Absorvancia do DPPH
Aamostra= Absorvancia da amostra

Apranco= Absorvancia do branco da amostra

3.3.2 Capacidade Antioxidante frente ao anion radical superoxido, O,"

A atividade antirradicalar dos extratos foi realizada utilizando o sistema
enzimatico HPX/XOD. Os reagentes utilizados no método enzimatico HPX/XOD
foram preparados nas seguintes concentracdes xantina oxidase (XOD) 0,75 U.mL™ ,
hipoxantina (HPX) 3 mM, cloreto de azul de nitrotetrazdlio (NBT) 1,42 mmol.L™,
EDTA 30 mmol.L™ e tamp&o fosfato 0,05 mol.L™ (pH 7,4).

Para a montagem sistema enzimatico utilizou-se 100 pL de EDTA, 100 pL de
HPX, 200 uL de NBT, 50 pL do extrato e 50 pL de agua. Apés 3 minutos e
adicionou-se 100 pL da enzima XOD e o volume foi completado a 3 mL com tampéao
fosfato. O branco das amostras foi preparado com todos os reagentes exceto o NBT.
Conduziu-se um controle contendo todos os reagentes exceto o0 extrato, e um
branco do controle sem extrato e NBT. Apos o tempo reacional de 40 minutos a
leitura espectrofotométrica foi feita em 560 nm. A atividade antioxidante frente ao

radical superoxido foi calculada conforme equacéo 11 (DAL PRA et al.,2013).

Equacdo 11: Atividade antioxidante frente radical superoxido

Onde:
S = absorvancia da amostra

Sp= absorvancia do branco da amostra
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C = absorvancia do controle

C, = absorvancia do branco do controle

3.3.3 Capacidade antioxidante frente ao radical hidroxil

O ensaio para medir a atividade antioxidante frente ao radical hidroxil pelo
método da deoxirribose foi conduzido conforme Zhao et al. (2006) com algumas
modificacoes.

Todas as solu¢cbes de acido tiobarbitarico (TBA) 1%, acido tricloroacético
(TCA) 10%, cloreto férrico hexahidratado (FeCl3.6H,0O) 1 mM, EDTA 1 mM, &cido
ascorbico (CgHsOg) 1 mM e 2 deoxi-D-ribose (CsH1004) 36 mM foram preparadas em
tampdo fosfato 25 mmol.L™, pH 7,4.

No tubo reacional foram adicionados 50 pL do extrato, 50 pL de agua, 100 pL
de EDTA, 100 pL de FeCl3.6H,0, 100 pL de 2 deoxi-D-ribose, 100 uL de H,O, e 100
ML de acido ascorbico, sendo o volume final ajustado para 1 mL com tampéao fosfato.
Apo6s incubacdo durante 1 hora a 37 °C, parou-se a reagao atraves da adicdo de 1
mL de TCA 10% e 1 mL de TBA 1%. A mistura foi entdo aquecida em banho de
agua durante 15 minutos. Apoés o resfriamento das amostras o volume foi aferido
para 5 mL e a absorvancia medida em 532 nm. Através da equacao 4 foi possivel
calcular a atividade antioxidante das infusdes frente ao radical hidroxil (DAL PRA et
al.,2013).

Equacdo 12: Atividade antioxidante frente radical hidroxil

Onde

S= absorvancia da amostra
Sg= absorvancia do branco
C= absorvancia do controle

Cg= absorvancia do branco controle
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

A atividade antirradicalar foi realizada separadamente para cada radical
(DPPH, OH' e O,") e os resultados obtidos foram avaliados de forma separada para
cada conjunto nutriente/parte da planta, sendo eles, boro cabeca, boro folha,
nitrogénio cabeca, nitrogénio folha. Todos os resultados apresentados a seguir sao
baseados na média dos valores encontrados para cada radical em cada um dos

guatro conjuntos.

4.1 AvaliacGes da influéncia de boro na folha frente aos radicais DPPH, OH® e
0,

Na figura a seguir podemos observar a influéncia de boro na folha frente aos
radicais DPPH, OH" e O, . Primeiramente avaliando a influéncia do aumento das
concentracdes de boro, em kg.ha™, frente ao radical DPPH observa-se um pequeno
aumento da atividade antirradicalar. Fazendo a regressao linear dos valores de AA%
para as diferentes concentracdes de boro, obtemos a reta y = 0,0183x + 1,9669,

“a"

avaliando o coeficiente angular desta reta (o “a” da reta y = ax + b) comprovamos o
pequeno aumento antes visualizado no grafico, visto que o valor de “a” é pequeno,
0,0183. Apesar de um pequeno crescimento da atividade antirradical DPPH, temos
valores significativamente altos para a %AA, isto pode ser explicado pela natureza

sintética do radical DPPH

Ao avaliarmos a % AA frente ao radical hidroxil, também observamos uma
pequena influéncia positiva para concentracdes crescentes de boro. Se analisarmos
o coeficiente angular da reta de regressao linear para o radical hidroxil temos; y =
0,0189x + 1,7239 o valor de “a” € 0,0189 bem préximo do valor de “a” encontrado na
regressao linear frente ao radical DPPH. Os valores encontrados para a média da
atividade antirradicalar porcentual frente ao radical hidroxil (em média 70%) sao

menores que os encontrados frente ao radical DPPH (em média 90%).
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Quando analisamos os dados obtidos frente ao radical superdoxido vemos uma
influéncia negativa do aumento da concentracdo de boro na folha. Isto pode ser
evidenciado pelo coeficiente angular negativo da reta de regresséo linear, y =
- 0,0188x + 1,3341, cujo “a” é igual a -0,0188. A seguir pode-se observar uma figura
com as trés curvas de regressao linear, para a atividade antirradicalar frente ao
DPPH, OH e O, .

x»/m/m
100 N m

% AA radicalar

10 T T T T T

-1
[Blkg.ha™ | m ppPH
—— Regressao para DPPH

VY OH

— Regressao para OH'
® O,

—— Regresséo para O,"

Figura 7 — Atividade antirradicalar na folha (tratamento com boro) frente aos radicais

DPPH, OH’, 0"
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4.2 AvaliacGes da influéncia de boro na cabega frente aos radicais DPPH, OH" e

0"

Em relagcdo a influéncia na cabeca do repolho tratado com diferentes
concentragbes de boro, a atividade antirradicalar aumentou para todos os trés
radicais testados neste trabalho. Se avaliarmos cada coeficiente angular
separadamente temos; 0,0423 para DPPH, 0,1519 para OH e 1,9013 para 0, .
Porém como podemos observar na figura abaixo os extratos metandlicos testados
frente ao radical superdxido (Oz'_) apresentaram um efeito pré-oxidante apesar deste

efeito diminuir com 0 aumento da concentragéo de boro.
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Figura 8 — Atividade antirradicalar na cabeca (tratamento com boro) frente aos
radicais DPPH, OH"®, O,

4.3 Avaliagcdes da influéncia de nitrogénio na folha frente aos radicais DPPH,
OH' e Oz.-

A influéncia de concentracbes crescentes de nitrogénio na atividade
antirradicalar frente aos radicais estudados se mostrou positiva para os radicais
DPPH e hidroxil e negativa para o radical superéxido, seguindo o mesmo perfil
observado para a influéncia de boro na folha. Este efeito antioxidante pode ser
evidenciado pelos coeficientes angulares das retas de regressao linear, 0,7009;
0,0139 e -0,0467 para os radicais DPPH, hidroxila e superoxido respectivamente.
Nota-se que o coeficiente angular do método DPPH é bem maior que os demais o
gue mostra uma grande influéncia do aumento da concentracéo de nitrogénio para a
atividade antirradicalar do extrato. Ao analisarmos os valores de “a” dos métodos
hidroxil e superoxido, notamos que esses nao possuem em maodulo valores muito
distintos, o que torna a influéncia positiva ou negativa de nitrogénio sobre a folha

pequena frente a esses dois radicais.
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Figura 9 — Atividade antirradicalar na folha (tratamento com nitrogénio) frente aos

radicais DPPH, OH", O,"

4.4 Avaliacdes da influéncia de nitrogénio na cabeca frente aos radicais DPPH,

OH'e O,

Avaliando a influéncia de nitrogénio sobre a cabeca do repolho pode-se
observar que para os radicais DPPH e hidroxila houve um aumento da atividade

antirradicalar, ja para o radical superéxido houve um decréscimo nesta atividade. Os
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coeficientes angulares sdo para DPPH, OH" e 0, respectivamente, 6,40E-04,
9,26E-03 e -0,0142. Esses valores sao muito pequenos e proximos em maodulo,
indicando que a influéncia do aumento da concentragcdo de nitrogénio nédo €

significativa para a cabeca da Brassica oleracea var. capitata em extratos

metanolicos.
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Figura 10 — Atividade antirradicalar na cabeca (tratamento com nitrogénio) frente aos

radicais DPPH, OH", O,"

A influéncia do aumento da concentracao de um nutriente pode ser avaliada
pela taxa de variacdo percentual entre dois pontos. Neste trabalho calculamos esta

influéncia entre o primeiro tratamento de adubac&o (0 kg.ha™) e o quinto tratamento
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de adubaco ( 8 kg.ha™ para boro e 300 kg.ha™* de nitrogénio), seguindo a equacao
13.

(13)

A tabela a seguir apresenta os resultados da taxa de variagdo para cada
grupo de amostras (nutriente/ parte da planta/ radical analisado).

Tabela 4 — Taxa de variagédo da atividade antirradicalar

Nutriente/parte/radical Taxa de variagdo com o aumento da

concentracdo do nutriente

Boro folha - DPPH 6,9255 %
Boro folha - OH’ 8,0776 %
Boro folha - O;’ -12,6807 %
Boro cabeca - DPPH 0,3531 %
Boro cabega - OH’ 2,8227 %
Boro cabega - O;’ -9,7170 %
Nitrogénio folha — DPPH 81,1251 %
Nitrogénio folha - OH’ 6,3529 %
Nitrogénio folha - O, -32,6975 %
Nitrogénio cabeca — DPPH 0,2033 %
Nitrogénio cabeca - OH’ 3,8584 %
Nitrogénio cabeca — Oy -32,2629 %

Analisando os resultados da tabela 4 ressaltam-se algumas taxas de
variacao, frente ao radical superdxido nenhum tratamento (nutriente/parte da planta)
apresentou taxas de variacdo positivas, frente os radical hidroxila as taxas de
variacdo foram todas positivas sendo a mais significativa no tratamento com boro
para a folha, que foi de 8,0776%. Para as taxas de variacdo frente ao radical DPPH

destaca-se a influéncia de 81,1251% no tratamento com nitrogénio na folha.

Sabe-se que o método com o radical DPPH é amplamente utilizado por ser

preciso e reprodutivel na avaliacdo da atividade antioxidante frente a diversos
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extratos incluindo os de Brassica sp (FERRERES et al., 2007). Este radical € de
natureza sintética e tem alta estabilidade devido a deslocalizacdo de elétrons
desemparelhados por toda a molécula do radical (Alves et al., 2010). Segundo
Soengas (2012) a atividade antioxidante das folhas jovens colhidas trés meses apoés
o plantio é significativamente mais elevada do que o resto da fase de crescimento de
planta para DPPH e hidroxil e de modo geral, h4& um aumento da atividade
antioxidante de culturas de Brassica com o tempo. Considerando que as amostras
deste trabalho foram coletadas 90 dias apOs os plantio pode-se atribuir os altos

valores porcentuais encontrado nos tratamentos a idade das amostras.
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5 CONCLUSAO

e As plantas tratadas com boro apresentaram um aumento na atividade
antirradicalar frente ao radical DPPH e hidroxil nas duas partes da planta
estudadas, cabeca e folha.

e A concentracdo de 6 kg.ha' de boro apresentou os maiores valores
percentuais de atividade antioxidante para o DPPH e hidroxil na folha.

e Para os tratamentos com nitrogénio o melhor resultado foi encontrado na
folha para o radical DPPH.

e A atividade frente ao radical superoxido ndo aumentou com os tratamentos de
boro e nitrogénio para folha e cabeca.

e Avalia-se como positivo o tratamento com boro e nitrogénio na cabeca e folha
da Brassica oleracea var. capitata sendo a taxa de variagdo mais significativa

nas folhas para ambos os nutrientes.
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Tabela 1 — Retas de regresséao linear para cada grupo de amostras

ANEXO A
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Nutriente/parte/radical

Equacéo dareta

r2

Boro folha - DPPH

Boro folha - OH’

Boro folha - O,

Boro cabeca — DPPH
Boro cabeca - OH’

Boro cabeca - Oy
Nitrogénio folha — DPPH
Nitrogénio folha - OH’
Nitrogénio folha - O’
Nitrogénio cabeca — DPPH
Nitrogénio cabeca - OH’

Nitrogénio cabeca — Oy

y =0,0183x + 1,9669

y =0,0189x + 1,7239

y =-0,0188x + 1,3341

y = 0,0423 x + 95,4836
y =0,1519x + 41,8268

y =1,9013x -171,7428

y = 0,7009x + 48,9248

y = 0,0139x + 61,8099

y =-0,0467x + 56,9458
y = 6,40E-04x + 94,3023
y = 9,26E-03x + 69,1837
y =-0,0142 x + 17,4597

r2=0,5686
r2=0,3467
r2=0,0629
r2=0,0388
r2=1,97E-04
r2=0,1438
r2=0,8102
r2=0,8259
r2=0,1797
r2=0,0553
r2=0,0437
r2=0,7223




