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RESUMO

A semente de chia é uma importante fonte lipidica e de compostos fendlicos, e o seu 6leo
possui elevado teor de dcido graxo a-linolénico. Os extratos metandlicos da semente, farinha
fibrosa e 6leo de chia foram analisados, e os principais compostos fendlicos identificados
foram o acido caféico e danshensu, e os derivados do danshensu, tais como o acido
rosmarinico e o dcido salviandlico. Os efeitos da ingestdo da dieta contendo 7 % de dleo,
20 % de semente e 20 % de farinha fibrosa de chia foram avaliados quanto aos niveis séricos
de colesterol total e perfil dos acidos graxos no tecido hepatico dos camundongos Balb/C
sauddveis. Os camundongos que consumiram dieta com 7 % de 6leo e 20 % de semente
apresentaram reducdo significativa nos niveis séricos de colesterol total, 19,76 % e 12,88 %,
respectivamente. A composicao dos dcidos graxos no tecido hepatico dos animais apresentou
significativamente elevado teor de 4cido a-linolénico para o grupos que consumiram dieta
com semente e 6leo de chia. Avaliou-se os efeitos do consumo da dieta por camundongos
Balb/C machos, contendo 10 %, 15 % e 20 % de semente e farinha fibrosa de chia, e dieta
contendo 5 %, 6 % e 7 % de 6leo de chia, em modelo de tumor sélido de Ehrlich no periodo
de 56 dias. Os animais tratados com as dietas contendo 10 %, 15 % e 20 % de semente de chia
e 20 % de farinha fibrosa chia apresentaram reduc¢do média de 24 % da massa tumoral.
Adicionalmente, o consumo do 6leo de chia na dieta reduziu significativamente o crescimento
da massa tumoral no modelo de tumor sé6lido de Ehrlich. O consumo das dietas com 5 %, 6 %
e 7 % de 6leo de chia apresentaram redu¢do média de 55 % da massa tumoral. Animais
tratados com as dietas contendo 6leo de chia apresentaram menores tumores sendo a sua
atividade antitumoral semelhante ao do quimioterdpico doxorrubicina. Apesar da potente acao
antitumoral, o consumo didrio da dieta contendo 6leo de chia ndo promoveu sinais de
toxicidade, diferente do grupo tratado com doxorrubicina, que apresentou alteragdes nos
parametros hematoldgicos. Este estudo fornece novas informagdes sobre os principais acidos
fendlicos presentes na semente de chia, os quais sdo importantes fontes de antioxidantes
naturais. A semente e 6leo de chia sdo uma importante fonte de 6mega 3 e uma alternativa de
consumo para contribuir na reducdo dos niveis séricos de colesterol total. O consumo da
semente e do 6leo de chia na dieta, especialmente contendo 10 %, 15 % e 20 % de semente, e
5 %, 6 % e T % de dleo, apresentaram potencial acdo preventiva no crescimento de tumores, €
ambos ndo apresentaram efeitos colaterais nos camundongos. Um dos grandes desafios no
controle do cancer é a busca por novos agentes preventivos, a semente e 6leo de chia,
certamente representam um potencial a ser explorado e estudos futuros devem ser realizados a
fim de confirmar seu potencial preventivo em modelos cronicos de carcinogénese.

Palavras-chave: Chia; compostos fendlicos; dcidos graxos; colesterol; cancer.



ABSTRACT

Chia seed is an important source of lipids and phenolic compounds, and its oil has high level
of a-linolenic acid. The methanolic extracts corresponding to the chia seed, fiber flour and oil
were analyzed, and the main phenolic compounds identified in extracts were the caffeic acid
and danshensu, and danshensu derivatives, such as rosmarinic acid and salvianolic acid. The
effects of dietary intake containing 7 % chia oil, 20 % chia seed and 20 % chia fiber flour
were evaluated for serum levels of total cholesterol and fatty acid profile in the hepatic tissue
of healthy Balb/C mice. Mice consuming 7 % oil and 20 % seed showed a significant
reduction in serum levels of total cholesterol, 19.76 % and 12.88 %, respectively. The
composition of the fatty acids in the hepatic tissues of the animals presented significantly high
a-linolenic acid content for the groups that consumed a chia seed and oil diet. The effects of
dietary consumption by male Balb/C mice, containing 10 %, 15 % and 20 % of chia seed and
fiber flour , and diet containing 5 %, 6 % and 7 % of chia oil, were evaluated in a solid tumor
model of Ehrlich in the period of 56 days. The animals treated with diets containing 10 %,
15 % and 20 % chia seed and 20 % chia fiber flour presented an average reduction of 24 %
of the tumor mass. Additionally, the consumption of chia oil in the diet significantly reduced
tumor mass growth in the Ehrlich solid tumor model. The consumption of diets with 5 %, 6 %
and 7 % of chia oil presented an average reduction of 55 % of the tumor mass. The animals
treated with the oil-containing diets presented lower tumors and the antitumor activity was
similar to that of the chemotherapeutic doxorubicin. Despite the potent antitumor action, the
daily consumption of chia oil did not promote signs of toxicity, unlike the doxorubicin group,
which presented changes in hematological parameters. This study provides new information
on the major phenolic acids present in chia seeds, which are important sources of natural
antioxidants. Seed and chia oil are an important source of omega 3 fatty acids and an
alternative of intake to contribute in the reduction of the serum levels of total cholesterol. The
consumption of chia seed in the diet, especially containing 10 %, 15 % and 20 % of seed, and
5% ,6 % and 7 % of chia oil, presented potential preventive action on the growth of tumors,
and both had no side effects in mice. One of the major challenges in cancer control is the
search for new preventive agents, chia seed and oil, certainly represent a potential to be
explored and future studies should be carried out to confirm its potential preventive in chronic
models of carcinogenesis.

Keywords: Chia; phenolic compounds; fatty acids; cholesterol; cancer.
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INTRODUCAO GERAL

A ingestdo dos compostos bioativos constitui uma medida protetora contra o
desenvolvimento de doengas cronicas nao transmissiveis. Os compostos bioativos interferem
em alvos fisiologicos especificos, modulando a defesa antioxidante, principalmente defesa
frente a processos inflamatérios e mutagénicos, os quais estdo relacionados a varias doengas,
e por isso sdo essenciais para a manutencdo da saide. Os compostos bioativos podem ser
provenientes de produtos de origem animal e vegetal, tais como os dcidos graxos dmega 3,
acidos graxos conjugados, carotendides, fitoesterodis, terpenos e compostos fendlicos (Oliveira
& Bastos, 2011).

Os compostos fendlicos podem proteger os constituintes celulares contra os danos
oxidativos e, portanto, limitar o risco de doengas degenerativas associadas ao estresse
oxidativo. Estudos experimentais, de fato apoiam fortemente o papel dos compostos fendlicos
na prevencdo de doencas cardiovasculares, osteoporose, diabetes mellitus, doencas
neurodegenerativas e cancer (D’ Archivio et al., 2007; Weng & Yen, 2012). Do mesmo modo,
os éacidos graxos poli-insaturados, especificamente os dcidos graxos Omega 3, podem
contribuir para redugdo dos processos inflamatdrios cronicos e exercer efeitos antitumorais
(Espada et al., 2007; Vendramini-Costa & Carvalho, 2012; Miccadei et al., 2016).

Estudos relatam que o aumento na incidéncia de cincer pode estar relacionado a
mudanca nos hébitos alimentares, principalmente o aumento do consumo de alimentos com
elevados teores de agucares simples, gorduras saturadas e com baixos teores de fibras e
compostos bioativos, além da maior exposi¢do a poluentes e do contato com compostos
carcinogénicos; entretanto seja por esses fatores e outros, essa patologia é hoje um dos
maiores problemas de saide publica (Monteiro et al., 2014; Siegel et al. 2016; Wang et al.,
2016; Miccadei et al., 2016).

Os relatos de maior incidéncia de cancer em ambos 0s sexos ocorrem em paises
com alta renda, tais como a América do Norte e Europa Ocidental, juntamente com o Japao,
Coréia, Australia e Nova Zelandia (Stewart & Wild, 2014). As taxas intermediarias ocorrem
na América Central e do Sul, Europa Oriental e em grande parte do sudeste Asidtico,
incluindo China, porém os relatos de menor incidéncia foram observados em grande parte da
Africa, Oeste e Sul da Asia, incluindo a India (Stewart & Wild, 2014; NCI, 2017).

Atualmente, os tipos de cancer com maior incidéncia no mundo sao os de mama
(18,73 %), pulmao (16,49 %), prostata (11,96 %) e o colorretal (10,03 %), com 16,4 %,
70,1 %, 16,6 % e 37,3 % de mortalidade, respectivamente (NCI, 2017; IARC, 2011). No
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Brasil, estima-se que para o ano de 2017 serdo aproximadamente 596.070 novos casos de
canceres, sendo que os tipos mais incidentes sdo o cancer de prdstata, pulmdo, estdbmago,
coOlon e reto, para o sexo masculino, e cancer de mama, colo do ttero, pulmao, célon e reto
para o sexo feminino (INCA, 2017).

A incidéncia de cancer € substancial em paises de todos os niveis de renda,
entretanto a disparidade na incidéncia dos diferentes tipos de cincer entre os paises €
explicada pelos fatores de riscos e sua deteccao, tipo de comportamento cultural e individual,
habito alimentar e na disponibilidade de tratamentos (Torre et al., 2016). Neste contexto, de
acordo com Torre et al. (2016) e Ferlay et al. (2012), os principais fatores de risco para o
desenvolvimento do cancer sdo o tabagismo (pulmio, colorretal, estbmago e figado),
alcoolismo (estdmago, colorretal e figado), sobrepeso, obesidade, sedentarismo (mama e
colorretal) e infecgdes (figado, estobmago, colorretal, cervical).

Estudos usando modelos pré-clinicos e clinicos indicaram que os antioxidantes
naturais promovem reducdo do risco de cincer, e dados epidemioldgicos sugerem que pessoas
que consomem dietas com antioxidantes naturais, provenientes de frutas e vegetais, t€ém um
menor risco de desenvolver doengas cronicas do que aquelas que ingerem baixas quantidades
de frutas e vegetais (Shanmugam et al., 2016; Guaman-Ortiz et al., 2017; Prasad et al., 2017).
Dessa forma, estudos com o6leos vegetais, sementes oleaginosas e extratos derivados de
vegetais, tais como frutas e cereais com elevado teor de compostos bioativos tém focado na
avaliacdo dos efeitos antitumorais devido as suas agdes anti-inflamatoérias e antioxidantes
(Espada et al., 2007; Miranda-Vilela et al., 2014; Roleira et al., 2015).

Pesquisas recentes relatam que a ingestdo didria de componentes bioativos
presentes nas sementes de chia, entre eles os compostos fendlicos e dcido graxo a-linolénico,
promovem reducdo na incidéncia de doencas cardiovasculares (Ayerza & Coates, 2005;
Ayerza & Coates, 2007; Croft, 2016), efeito hepatoprotetor (Poudyal et al., 2012), controle
da diabetes (Ho et al., 2013) e efeito protetor contra o estresse oxidativo em doencgas
relacionadas a obesidade (Marineli et al., 2015).

O crescente interesse no estudo da semente de chia tem ocorrido devido aos seus
beneficios nutricionais e propriedades funcionais, os quais tém sido relacionados a alguns dos
seus componentes, entre eles o seu elevado teor de lipideos, que contém 4cidos graxos poli-
insaturados, principalmente 4cido graxo a-linolénico, e baixo conteudo de 4cidos graxos
saturados (Ayerza & Coates, 2009; Porras-Loaiza et al., 2014). Além disso, o alto teor de
fibra alimentar, proteinas e minerais despertam o interesse da comunidade cientifica e dos

seus consumidores (Ayerza & Coates, 2011; Ayerza, 2013; Marineli et al., 2014).
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Tendo em vista o aumento do consumo das sementes de chia no Brasil, e as
perspectivas dos beneficios a saide que o seu consumo regular pode trazer, sio necessarios
mais estudos cientificos que contribuam para o conhecimento das propriedades nutricionais e
bioldgicas da mesma, bem como a investigacdo dos compostos bioativos responsaveis por
essa atividade e o seu mecanismo de agdo. A caracterizagdo dos compostos fendlicos e
determinagdo da atividade antioxidante da semente de chia e dos seus produtos podem
fornecer informacdes importantes a respeito dos beneficios a saide decorrentes da sua
ingestdo, que podem incluir a prevencao de doencas relacionadas ao desequilibrio metabdlico,
estresse oxidativo, comprometimento imunitario e inflamacdes cronicas, dentre elas o cancer.

Os esfor¢os depositados na busca por agentes preventivos e terapéuticos para a
prevencdo e controle do cancer ainda representam um desafio, devido as caracteristicas
peculiares de cada tipo de cancer, mecanismos de resisténcia e a indugdo dos efeitos colaterais
pelos tratamentos usados atualmente (Vendramini-Costa et al., 2017). Portanto, a busca por
novos agentes preventivos, especialmente os de facil acesso, tais como os agentes
incorporados a dieta, se faz necessario, e a semente de chia e seus produtos representam uma
alternativa promissora.

Dessa forma, o objetivo principal deste estudo foi avaliar os efeitos do consumo
didrio da semente, farinha fibrosa e 6leo de chia incorporados a dieta na prevencdo do
crescimento tumoral em camundongos. Além disso, avaliou-se os efeitos das dietas sobre
diversos parametros hematolégicos e bioquimicos, verificando-se assim o impacto nos niveis

séricos de colesterol total com a ingestdo regular de chia por camundongos sadios.
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1. Chia

A Salvia hispanica L. é uma planta herbacea bianualmente cultivada, pertencente
a familia Lamiaceae, superdivisao da Spermatophyta e Reino Plantae (Mohd Ali et al., 2012).
A Salvia hispanica L., conhecida popularmente como chia, é nativa do sul do México e norte
da Guatemala, sendo um importante alimento bésico cultivado no periodo Pré-Colombiano,
pois os antigos Astecas e outros grupos culturais na Mesoamérica cultivavam e colhiam as
sementes de chia extensivamente, € seu uso na culindria ocorria na forma de graos inteiros e
triturados (Cahill, 2003).

A planta da chia pode crescer até 1 metro de altura, possui folhas dispostas
opostas, sendo suas flores roxas ou brancas, com tamanho entre 3 a 4 mm, e as partes
fundidas da flor contribuem para uma taxa elevada de auto-polinizacdo (Mohd Ali et al.,
2012). A cor da semente varia entre preto, cinza e preto manchado com branco, a sua forma é
oval, com comprimento variando de 1,90 a 2,37 mm e diametro de 1,21 a 1,43 mm (Ixtaina et

al., 2008), conforme apresentado na Figura 1.

Figura 1. Plantagéo de chia (a) e semente de chia (b). Fonte: Tosco (2004) e Coelho & Salas-Mellado (2014).

Atualmente, a chia € cultivada na Argentina, Colombia, Equador, Peru, Bolivia,
Paraguai e Austrdlia, para fins comerciais das suas sementes (Coates & Ayerza, 1996;
Busilacchi et al., 2013). As sementes embebidas em dgua, suco de frutas e sopas € a forma
mais consumida nas regides do México (Cahill, 2003; Reyes-Caudillo, 2008). No Brasil a
chia tem sido consumida juntamente com cereais matinais, frutas, iogurtes e bebidas
refrescantes, tais como sucos e vitaminas de frutas.

A semente de chia é um pseudocereal, ndo contém gliten, e por isso tem sido

incorporada em vdrios tipos de alimentos, bebidas e em formula¢des de farinhas mistas para
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industria de panificacdo. Além disso, as sementes t€m sido utilizadas como suplemento
nutricional, bem como na fabricacdo de barras de cereais e biscoitos nos Estados Unidos,
América Latina e Australia (Coelho & Salas-Mellado, 2014).

A semente de chia possui cerca de 21,0 a 35,0 g de 6leo/100 g, sendo que os
acidos graxos presentes no seu 6leo sdo altamente insaturados. Os dcidos graxos essenciais
sdo os principais componentes no 6leo de chia, o 4cido linoléico (17,0 a 20,3 g/100 g 6leo) e
acido a-linolénico (59,9 a 67,8 g/100 g 6leo), de acordo com Coates & Ayerza (1996),
Alvarez-Chévez et al. (2008), Ayerza & Coates (2007; 2009), Peiretti & Gai (2009), Ixtaina et
al. (2011), Marineli et al. (2014) e Boidora et al. (2017).

A qualidade nutricional da semente de chia esta diretamente relacionada com seu
estdgio de maturacdo, pois com a maturidade crescente, ocorrem redugdes nos teores de
acidos graxos, principalmente o 4cido a-linolénico, e no conteido de proteina bruta (Peiretti
& Gai, 2009). A maturidade, de fato, é o fator mais importante que afeta a qualidade das
sementes, devido a diferenca de propor¢do entre os componentes do tecido vegetal, o aumento
da lignificacdo durante o desenvolvimento da semente e o aumento das fragdes de fibra nos
tecidos vegetais (Morrison, 1980; Wilson et al. , 1991; Peiretti & Gai, 2009).

O teor de proteina bruta varia na semente de 15,95 a 26,03 g/100 g (Ayerza &
Coates, 2011; Ayerza, 2013; Marineli et al., 2014 ), sendo o seu teor maior do que em outras
culturas tradicionais de cereais, como trigo (11,00 g/100 g), milho (8,80 g/100 g), arroz (13,30
g/100 g), aveia (14,92 g/100 g), cevada (19,04 g/100 g) e sorgo (12,10 g/100 g) (Ragaee et al.,
2006; Rupollo et al. 2006). Embora a chia nao seja cultivada comercialmente como fonte de
proteina, seu perfil de aminoécidos apresenta-se balanceado, ndo sendo observado fatores
limitantes para a dieta de um adulto, pois a semente apresenta teores considerdveis de treonina
(5,91 mg/g), lisina (7,65 mg/g) e leucina (9,75 mg/g), e elevados teores de arginina (16,34
mg/g), asparagina (13,28 mg/g), e glutamina (25,95 mg/g), conforme relatado por Ayerza
(2013).

Além das proteinas, a semente de chia apresenta 90 a 94 g/100 g de matéria seca,
sendo a mesma composta por carboidratos (26 a 41g/100 g), fibra alimentar (18 a 38 g/100 g),
cinzas (4 a5 g/100 g), minerais e vitaminas, de acordo com Mohd Ali et al. (2012), Marineli
et al. (2014) e Silva et al. (2017). Além dos nutrientes presentes, quando a semente de chia é
umidificada, ocorre a formag¢do de um gel transparente mucilaginoso que permanece
firmemente ligado a ela, pois no seu epicarpo encontram-se células que produzem mucilagem

quando umedecidas (Ixtaina et al., 2008). A mucilagem formada é um exsudato natural,
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composto principalmente por xilose, glicose e dcido glucurdnico, formando um polissacarideo
ramificado de alto peso molecular (Lin et al., 1994, Mufioz et al., 2012).

Reyes-Caudillo et al. (2008) relataram que as sementes de chia contém cerca de 5
a 6 % de mucilagem, enquanto Muiioz et al. (2012) citaram 7 % de mucilagem. Coorey et al.
(2014) analisaram a mucilagem formada na semente de chia e relataram que a mesma possui
58 % de fibra bruta e 34 % de carboidratos. A mucilagem extraida das sementes de chia tem
um grande potencial em formulagdes alimentares como agente espessante, emulsificante e
estabilizante.

O teor de fibra alimentar na semente varia de 18 a 38 g/100 g, sendo a maior parte
deste conteudo representado por fibra alimentar insoluvel (14 a 35 g/100 g). A fibra alimentar
inclui celulose, hemicelulose, lignina, pectinas, gomas, mucilagem e outros polissacarideos e
oligossacarideos associados, sendo resistentes a digestdo e absorcdo no intestino delgado
humano e com fermentagdo completa ou parcial no intestino grosso (Esposito et al., 2005;
Capitani et al., 2012). As fibras soluveis sdo fermentadas no cdlon, enquanto que as fibras
insoluveis t€ém acdo na formacdo do bolo fecal e possuem fermentacdo limitada no célon
(Anderson et al., 2009).

Além disso, as fibras alimentares t€ém um papel essencial na saide intestinal, nos
efeitos nutricionais e fisioldgicos dos consumidores, pois estdo significativamente associadas
a um menor risco de desenvolver doencas corondrias, diabetes e obesidade (Willem van der

Kamp et al., 2010).

2. Produtos da chia

O 6leo de chia pode ser obtido por diferentes métodos, tais como extragdo com
solvente, por prensagem e extracao supercritica (Martinez et al., 2012). Na inddustria, o 6leo é
obtido por prensagem a frio da semente de chia por um processo utilizando expeller, para
obter um 6leo com parametros de qualidade e nutricionais, de acordo com os valores
determinados pela legislacdo Codex Alimentarius, contudo a prensagem a frio resulta em uma
extracdo parcial do 6leo (Ixtaina et al., 2010).

O indice de acidez e o indice de peréxido sdao descritos como parametros
referenciais para determinar a qualidade da conservaciao dos 6leos. De acordo com o padrao
de qualidade dos Oleos vegetais, a legislacdo determina valor maximo de 3,30 g &cido
oléico/100 g 6leo e 20 mEqO,/kg dleo, respectivamente (Codex Alimentarius, 2003). Ixtaina

et al. (2012) relataram o valor de 1,30 g dcido oléico/100 g 6leo para o indice de acidez e 1,00
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mEqOy/kg 6leo para indice de peroxido no 6leo de chia comercial obtido pelo sistema de
prensagem a frio, método atualmente utilizado para extracdo do 6leo de chia comercializado.

A comercializagdo do 6leo da chia vem crescendo anualmente devido ao seu
elevado conteido de dcidos graxos poli-insaturados (PUFA). Os PUFA desempenham um
papel importante na prevencdo de doengas crOnicas, tais como hipertensdo, doencgas
corondrias, diabetes e cancer (Poudyal et al., 2012).

Os PUFA variam no 6leo de chia na faixa de 80,60 a 84,09 g/100 g, e os
principais 4cidos graxos identificados sdo o linoléico e a-linolénico (Alvarez-Chivez et al.,
2008; Ixtaina et al., 2011; Marineli et al., 2014; Bodoira et al., 2017). O 6leo de chia pode
apresentar elevada variagdo no contéudo dos PUFA, e essas diferencas sdo atribuidas as
diferentes condi¢des ambientais, tais como temperatura, luz, tipo de solo e nutrientes
disponiveis. Ayerza (1995) relatou variacdes nas concentracdes de dcido oléico, linoléico e
linolénico no 6leo devido a localizagdo do cultivo da semente, enquanto Ayerza & Coates
(2004) reportaram que as sementes de chia cultivadas em diferentes ecossistemas da América
do Sul apresentaram diferencgas significativas nos teores de 6leo e na composi¢ao dos dcidos
graxos. Geralmente o contéudo do acido a-linolénico varia na faixa de 60,20 a 67,80 g/100 g,
conforme descrito por Coates & Ayerza (1996); Alvarez-Chdvez et al. (2008); Peiretti & Gai
(2009); Ixtaina et al., (2011); Marineli et al. (2014) e Boidora et al. (2017).

Além disso, os Oleos comestiveis apresentam fitoesterdis, os quais t€ém sido
amplamente estudados por seus efeitos hipocolesterolémico e anticarcinogénico (Pelletier et
al., 1995; Phillips et al., 2002; Koztowska et al, 2016). Geralmente, os esterdis estdo
principalmente na forma livre e esterificada, sendo que os esterdis livres podem ter diferentes
efeitos fisioldgicos (Miettinen & Gylling, 1999; Phillips et al., 2002). No 6leo de chia, o teor
total de esterdis encontra-se entre 8,15 a 12,60 g/kg 6leo, sendo que esses teores sao
semelhantes ao Oleo de primula (Oenothera biennis), em que o teor total de esterdis é
aproximadamente 10 g/kg 6leo, porém em outros 6leos ndo refinados, tais como azeite,
amendoim, colza, cartamo, gergelim e girassol, o teor de esterdis totais varia de 1,50 a 8,00
g/kg 6leo (Alvarez-Chavez et al., 2008). No 6leo de chia, o B-sitosterol (7,96 g/kg) é o
componente principal em relacdo ao estigmastanol (1,83 g/kg) e ao estigmasterol (2,77 g/kg),
em geral, o B-sitosterol representa cerca de 60 % dos esterdis totais em 6leos vegetais brutos
(Alvarez-Chévez et al., 2008).

Os o6leos vegetais sao fontes principais de tocoferdis, os quais s@o antioxidantes
naturais e desempenham func¢des importantes na reproducdo e nos mecanismos antioxidantes

dos tecidos animais e vegetais (Guinazi et al., 2009). O 6leo de chia apresenta o teor de
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tocoferdis totais entre 443 a 480 mg/kg, sendo o y-tocoferol o mais abudante, na faixa de 415
a 463 mg/kg (Ciftci et al., 2012; Ixtaina et al., 2012; 2015).

Ap6s a extracdo do 6leo de chia por presagem a frio, a fracdo da semente residual
€ seca, triturada a 435 um, obtendo assim a farinha fibrosa de chia. Portanto, a farinha € o
residuo do processo de extracdo do 6leo da semente de chia. A farinha fibrosa possui um
elevado contetido de proteinas (32,0 a 35,0 g/100 g) e fibra bruta (21,0 a 29,0 g/100 g), e
considerdveis teores de lipideos (8,7 a 14,0 g/100 g), mesmo apds o seu processamento
(Capitani et al., 2012; Segura-Campos et al., 2013; Coorey et al., 2014).

De acordo com Capitani et al. (2012), os teores de fibras alimentares na farinha
fibrosa variam de 44 a 46 g/100 g, sendo a maior parte deste contetdo representado por fibra
alimentar insoltdvel (40 a 41 g /100 g). As fibras insoldveis contribuem para o aumento do
volume do bolo fecal, reducio do tempo de transito intestinal, retardo da absorcao de glicose e
da hidrélise do amido. O consumo elevado de fibra alimentar solivel reduz as respostas pos-
prandiais da glicose, apds as refei¢des ricas em carboidratos, bem como a reducio dos niveis
de LDL (Low Density Lipoprotein)-colesterol e colesterol total (Weickert & Pfeiffer, 2008).

Além disso, Capitani et al. (2012) relatam que a farinha fibrosa de chia apresenta
uma elevada capacidade de reter e absorver dgua, podendo ser utilizada como um agente
emulsificante e estabilizante de emulsdes.

A farinha fibrosa ¢ fonte de minerais, apresentando elevado teores de cdlcio
(5615,0 mg/kg), magnésio (4624,0 mg/kg), ferro (117,7 mg/kg) e tésforo (9988,5 mg/kg),
entretanto baixo teores de cobre (18,7 mg/kg) e zinco (96,0 mg/kg), conforme descrito por
Capitani et al. (2012). A farinha fibrosa de chia tem sido utilizada como matéria-prima na

producdo de barra de cereais e biscoitos devido ao seu elevado teor de proteinas e minerais.

3. Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secunddrios presentes nas plantas e
englobam desde moléculas simples até outras com alto grau de polimerizacdo, podendo estar
presentes na forma livre, ligados a agucares (glicosideo) e proteinas em diversas partes das
plantas (Acosta-Estrada et al., 2014; Heleno et al., 2015). Os fendlicos s@o caracterizados pela
presenca de um ou mais anéis aromadticos ligados a pelo menos um radical hidroxila e/ou
outros substitutos, e podem ser divididos de acordo com o nimero de anéis fen6licos e com as
estruturas as quais estdo ligados (D’ Archivio et al., 2007; Oliveira & Bastos, 2011).

Além disso, os compostos fendlicos desempenham nas plantas um papel

importante no crescimento e reproducdo, atuam como agentes antipatogénicos e contribuem
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também para a pigmentacdo das plantas. Nos alimentos, os compostos fendlicos podem
contribuir no amargor, adstringéncia, cor, sabor, aroma e estabilidade oxidativa (Naczk &
Shahidi, 2006). Dentre os mais de cinco mil fendlicos descritos, destacam-se os flavondides,
cumarinas, taninos, lignanas, estilbenos e dcidos fendlicos, por possuirem atividade

antioxidante (Shahidi & Ambigaipalan, 2015), conforme apresentado na Figura 2.

Compostos Fenolicos

Acidos fendlicos Taninos Cumarinas Flavondides Estilbenos Lignanas

.

Hidroxibenzdicos| | Hidroxicindmicos

Galico Caféico
Siringico Rosmarinico
Protocatecuico Ferllico
Clorogénico
Flavandis Flavondis Flavonas Flavonondis Antocianidinas lsoflavonas
Quercetina Genesteina
Kaempferol Daidzeina

Figura 2. Classificagdo dos compostos fendlicos. Adaptado de Shahidi & Ambigaipalan (2015).

Os grupos de compostos fendlicos mais abundantes nos alimentos sdo os
flavondides, os dcidos fenodlicos e as lignanas. (D’Archivio et al., 2007; Oliveira & Bastos,
2011). Os acidos fendlicos e flavondides geralmente ocorrem nas formas soltveis conjugadas
(glicosideo) e insoliveis (Nardini & Ghiselli, 2004; Acosta-Estrada et al., 2014). Na natureza,
os acidos fendlicos ocorrem principalmente na forma insoldvel ou ligada, enquanto que os
flavondides apresentam-se como glicosideos, com uma uUnica ou multiplas porcdes de
acucares ligados através de um grupo OH (O-glicosideo) ou através de ligagdes carbono-
carbono (C-glicosideo).

Os 4cidos fendlicos estdo presentes em quase todos os alimentos derivados de

plantas, representando uma parcela significativa da dieta humana. A ingestdo média de 4cidos



30

fendlicos em humanos tem sido relatada como sendo em torno de 200 mg/dia, dependendo
dos hébitos e preferéncias alimentares (Clifford & Scalbert, 2000).

A biodisponibilidade dos acidos fendlicos € crucial para as suas propriedades
bioldgicas (Heleno et al., 2015). Quando ingeridos na forma livre, os dcidos fendlicos sdo
rapidamente absorvidos pelo intestino delgado e posteriormente conjugados, no entanto, as
estruturas quimicas dos compostos também podem influenciar nas reacdes de conjugacdo,
bem como a quantidade de metabdlitos formados pela microbiota intestinal no célon (Scalbert
& Williamson, 2000; Heleno et al., 2015).

ApOs ingestdo e absor¢do, os dcidos fendlicos sdo conjugados por reacdes de
metilacdo, sulfatacdo e glicuronidacdo, que sdo controladas por enzimas especificas que
catalisam essas etapas, sendo que as reacdes de conjugagdo variam de acordo com a natureza
do 4cido fendlico e a quantidade ingerida (Heleno et al., 2015).

Virios fatores alteram a biodisponibilidade dos 4cidos fendlicos presentes nos
alimentos, tais como a complexidade da matriz alimenticia, a forma quimica do composto, o
tempo de transito intestinal, esvaziamento géstrico, metabolismo do composto e grau de
conjugacido, possiveis interagdes com proteinas na circulagao sanguinea e tecidos, composicao
da microbiota intestinal e o perfil genético do individuo (Crozier et al., 2009; Oliveira &
Bastos, 2011)

A metodologia de andlise utilizada para determinar as formas livre e ligada dos
acidos fendlicos consiste geralmente na extragdo com solventes organicos aquosos para se
obter fendlicos soldveis, seguido de um tratamento de hidrélise para se obter compostos
fendlicos ligados. Geralmente, a hidrélise assistida por ultrassom associada a hidrélise acida
tem sido utilizada para lixiviar e hidrolisar os compostos fendlicos mais rapidamente do que
os métodos tradicionais, uma vez que a area de contato superficial entre as fases sélida e
liquida é aumentada por ruptura de particulas (Herrera & Luque de Castro, 2004).

Na separacdo, identificacio e quantificacdo dos compostos fendlicos sdo
utilizados técnicas avancadas, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (High
Performance Liquid Chromatography- HPLC). A HPLC é uma técnica que auxilia os mais
variados estudos, pois separa compostos presentes em uma matriz, 0os quais podem ser
comparados aos padrdes para sua identificacdo e quantificagdo. A técnica HPLC € mais
comumente utilizada acoplada aos detectores como arranjo de diodos (DAD) e espectrometro
de massas (MS).

A principal classe de compostos fendlicos identificados na semente de chia,

utilizando analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia, foram os 4cidos fendlicos, os
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quais podem ser divididos em dois grupos principais, os &4cidos hidroxibenzdicos e
hidroxicinamicos, que sdo sintetizados a partir da via do dcido chiquimico (D’Archivio ef al.,
2007; Oliveira & Bastos, 2011).

Martinez-Cruz et al. (2014) analisaram a semente de chia por cromatografia
liquida de ultra alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjos de diodos (UHPLC-DAD), e
os principais compostos quantificados foram o 4cido rosmarinico (0,92 mg/g semente), dcido
protocatecuico etil éster (0,74 mg/g semente), acido caféico (0,02 mg/g semente), dcido galico
(0,01 mg/g semente) e daidzeina (0,006 mg/g semente).

Reyes-Caudillo et al. (2008) identificaram na semente de chia o 4cido clorogénico
(0,10 mg/g semente) e dcido caféico (0,06 mg/g semente), enquanto que nos extratos
hidrolisados, foram identificados a quercetina (0,26 mg/g semente) e kaempferol (0,50 mg/g
semente), por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjos de
diodos (HPLC-DAD).

O é4cido clorogénico, acido caféico, quercetina, miricetina e kaempferol também
foram identificados na farinha fibrosa e no éleo de chia (Capitani et al., 2012; Ixtaina et al.,
2012). Os compostos fendlicos, principalmente os dcidos fendlicos e os flavondides, t€m sido
amplamente estudados devido aos seus diversos beneficios para a satide como antioxidantes,

na prevenc¢do de inflamacdes cronicas, doengas cardiovasculares e cancer.

4.Atividade antioxidante

Sementes oleaginosas sdo fontes de compostos fendlicos com elevada atividade
antioxidante, sendo que esses compostos podem sequestrar radicais livres. Dentre os
compostos fendlicos, estdo os dcidos fendlicos, flavondides, quinonas, cumarinas, lignanas,
estilbenos, taninos, vitaminas, terpendides, e alguns outros metabolitos endégenos (Cai et al.,
2004; Naczk & Shahidi, 2006).

Os antioxidantes fendlicos interferem no processo oxidativo como desativadores
de radicais livres e também como queladores de metais. O potencial antioxidante dos
compostos fendlicos depende do niimero e disposi¢do dos grupos hidroxila na molécula (Cao
et al., 1997). Por isso, os fendlicos t€m sido amplamente estudados, pois possuem
bioatividades diversas que sdo benéficas para a saide humana, reduzindo o risco de cancer,
doencas cardiacas e diabetes; bem como exercendo atividades antibacterianas, antivirais, anti-
inflamatoérias e anti-alérgicas (Yao et al., 2004; Oak et al., 2005; Shahidi & Ambigaipalan,
2015).
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De acordo com Bianchi e Antunes (1999), os antioxidantes sdo aceptores de
radicais livres, interceptando estes compostos gerados pelo metabolismo celular ou por fontes
exdgenas, evitando a formacgdo de lesdes, a perda da integridade celular; e reconstituindo as
membranas celulares ja danificadas.

A atividade antioxidante nas sementes pode ser determinada por uma variedade de
ensaios com diferentes mecanismos, incluindo a transferéncia de atomos de hidrogénio
(HAT), transferéncia de elétrons (ET), poder de reducdo de metais e quelacdo de metais. O
ensaio FRAP (Poder Antioxidante de Redu¢do do Ferro) é um método que mede o poder de
reducdo de metais, ou seja, mede a habilidade de antioxidantes em reduzir o complexo ion
férrico (Fe3+) ao complexo ferroso (Fez+) de coloragdo azul intensa em meio dcido (Benzie &
Strain, 1996; Shahidi & Zhong, 2015).

O ensaio ORAC (Capacidade de Reducdao do Radical Oxigéncio) € um método
baseado na transferéncia de dtomos de hidrogénio, e mede a habilidade de um antioxidante
contra o radical peroxil, onde o antioxidante e um marcador fluorescente (fluoresceina)
competem cineticamente por radicais peroxil, gerados através da decomposi¢ao de compostos
nitrogenados, tais como AAPH (2,2’-azobis-(2-metilpropionamidina)-dihidroclorado) a 37 °C
(Ou et al., 2013). O ORAC ¢é um importante ensaio in vitro para avaliar a atividade
antioxidante, pois 0 mesmo utiliza um radical livre biologicamente relevante (radical peroxil),
o qual é prevalente na biologia humana. Este método considera tanto o tempo de inibicdo
quanto o grau de inibi¢do da liberacdo da agdo do radical livre causada pelos antioxidantes
(Ou et al., 2013, Prior et al., 2003; Prior, 2015).

Marineli et al. (2014) determinaram a atividade antioxidante da semente de chia,
obtendo o valor de 514,30 umol TE/g para ensaio de ORAC, e valor de 405,71 umol TE/g
para ensaio FRAP. Do mesmo modo, a atividade antioxidante da farinha fibrosa foi 577,2
umol TE/ g, sendo maior do que a encontrada em farelo de trigo (48,5 umol TE/g), sorgo
(51,7 pmol TE/g) e cevada (14,9 umol TE/g), de acordo com Ragaee et al. (2006). Jiménez e
colaboradores (2010) avaliaram a atividade antioxidante do éleo de chia e obtiveram o valor
na faixa de 1,32 a 4,58 umol TE/g.

Os dcidos fendlicos sao a classe majoritaria dos compostos fendlicos presentes na
semente de chia, sendo que os mesmos comportam-se como antioxidantes devido a
reatividade da sua fracdo fendlica, ou seja, a presenga da hidroxila no anel aromético. Embora
existam vdrios mecanismos, acredita-se que o modo predominante da atividade antioxidante
dos dcidos fendlicos seja a desativagdo dos radicais via doagdo de atomos de hidrogénio

(Shahidi & Ambigaipalan, 2015). Portanto, as sementes de chia sdo consideradas como
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ingredientes funcionais com alto potencial antioxidante em produtos alimenticios com

aplicagdes comerciais.

5. Atividade antitumoral

Atualmente, o cincer esti entre as maiores causas de morte no mundo, € é
definido como o conjunto de doengas nas quais as células anormais podem se dividir e crescer
desordenadamente, sendo capazes de invadir outros tecidos, podendo se espalhar pelo corpo
através do sistema circulatério estabelecendo-se em outros 6rgaos e tecidos (NCI, 2017).

Estudos relatam que o aumento na incidéncia de cancer pode estar relacionado a
mudanca nos habitos alimentares, aumento da expectativa de vida, aumento dos poluentes e
do contato com compostos carcindgenos, seja por esses fatores e outros, essa patologia € hoje
um dos maiores problemas de satde publica (Monteiro et al., 2014; Siegel et al. 2016; Wang
et al., 2016).

Investigadores relatam que o estresse oxidativo € um dos componentes chave na
ligacdo da toxicidade ambiental para o processo carcinogénico, pois as espécies reativas de
oxigénio (ROS) sdo geradas em resposta a ambos os estimulos, endégenos e exdgenos (Ziech
et al., 2010; Fuchs-Tarlovsky et al., 2013). Evidéncias, tanto em estudos in vivo como in
vitro, apontam agentes ambientais, tais como radiacdo, xenobidticos e compostos clorados,
como indutores significativos de danos celulares via toxicidade mediada pela ROS (Klaunig
& Kamendilus, 2004; Garis et al., 2008; Fuchs-Tarlovsky et al., 2013). Estudos descreveram
a relacdo entre o aumento dos radicais celulares reativos de oxigénio e a patogénese de véarias
doencas cronicas, incluindo o cancer (Shobha & Andallu, 2013; Prasad et al., 2016).

As ROS sio constantemente geradas dentro do corpo e sdo necessdrias para
conduzir vias regulatérias, porém sdo também uma das causas de vérias condig¢des
patoldgicas, incluindo o cancer. Numerosas linhas de evidéncia sugerem que as ROS podem
promover, bem como suprimir a sobrevivéncia de células cancerigenas. As ROS sdo
conhecidas por regularem cada passo do desenvolvimento do tumor, incluindo transformacao,
sobrevivéncia, proliferacdo, invasao, metastase e angiogénese (Prasad et al., 2016).

Estudos descrevem que as ROS podem mediar um ataque indireto ao DNA,
principalmente por meio da reagdo com outros componentes celulares, tais como os
fosfolipidios, resultando na geracdo de intermedidrios secunddrios reativos e acoplamento
irreversivel a base de DNA, formando adutos de DNA (Marnette, 2000; Fuchs-Tarlovsky et
al.,2013). A formagao de adutos de DNA € central no processo de carcinogénese, pois se tais

adutos escapam aos mecanismos de reparacdo celular e persistem, eles podem induzir ao erro,
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e em ultima instancia, a mutagdes (Wogan et al., 2004). Portanto, lesdes oxidativas t€ém sido
implicadas na etiologia do cancer, e as lesdes servem como biomarcadores criticos de danos
oxidativos ao DNA (Valko et al., 2004; Fuchs-Tarlovsky et al., 2013).

Evidéncias em estudos experimentais demonstraram que oS compostos naturais,
entre eles, o compostos fendlicos, agem como reguladores positivos anticancer, através do
ajuste da resposta ao estresse oxidativo, inibindo a proliferacdo de células cancerigenas e
modulando a sinalizag¢do autofdgica (Hasima & Ozpolat, 2014; Lang et al., 2015; Irimie et al.,
2015; Guaman-Ortiz et al., 2017).

Estudos de modelos pré-clinicos e clinicos indicaram que os antioxidantes
naturais promovem reducdo do risco de cincer, e dados epidemioldgicos sugerem que pessoas
que consomem dietas rica em antioxidantes naturais, provenientes de frutas e vegetais, t€ém
um menor risco de desenvolver doencgas cronicas e mortalidade do que aquelas que ingerem
baixas quantidades de frutas e vegetais (Shanmugam et al., 2016; Prasad et al., 2016; Prasad
etal.,2017).

Estudo in vivo com dieta alimentar contendo cereais e vegetais, tais como o
“Wushen” (mistura de alimentos contendo 55 ingredientes naturais, incluindo plantas, carnes,
cereais e legumes), demonstraram elevada atividade antitumoral, reduzindo 48,52 % o
crescimento tumoral em um modelo experimental com camundongos implantados
subcutaneamente com células S180 de sarcoma murino, sendo que esse potencial antitumoral
da dieta com “Wushen” esta diretamente associada com suas propriedades antioxidantes
(Wang et al., 2014).

A ingestdo de dietas contendo ervas, frutas e legumes aumenta significativamente
a capacidade antioxidante do plasma, pois 0os compostos bioativos presentes nos vegetais sao
antioxidantes, e impedem a formac¢ao de radicais, removendo os radicais antes que os danos
possam ocorrer, reparando os danos oxidativos, eliminando moléculas danificadas e
impedindo mutagdes (Shobha & Andallu, 2013).

Os compostos fendlicos podem limitar a formacdo de células tumorais iniciadas,
estimulando o reparo do DNA (Yang et al., 2001). A quercetina, catequinas, isoflavonas,
lignanas, flavanonas, dcido eldgico e resveratrol induzem uma redug¢do no crescimento do
tumor (Shobha & Andallu, 2013). Os 4cidos fendlicos, tais como 4cido gélico, acido
clorogénico, 4cido caféico possuem propriedades inibitérias contra os comportamentos
invasivos (adesdo, migracdo e angiogénese) e metastaticos de uma variedade de células de
cancer in vitro e in vivo (Weng & Yen, 2012; Roleira et al., 2015).

Estudos com 4cidos graxos poli-insaturados (PUFA) presentes nos 6leos vegetais
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e sementes oleaginosas vém sendo investigados em ensaios tumorais devido a sua acdo anti-
inflamatéria e anticarcinogénica. O elevado consumo de PUFA, especificamente, os ®3-
PUFA, pode contribuir para redu¢do dos processos inflamatérios cronicos envolvidos no
desenvolvimento de muitos tumores (Vendramini-Costa & Carvalho, 2012). Além disso, os
PUFA presentes nos 6leos vegetais exercem efeitos antitumorais, afetando talvez a expressao
génica ou ativando moléculas de transdugdo de sinal envolvidas no controle do crescimento
celular, diferenciacdo, apoptose, angiogénese e metastase (Espada et al., 2007).

Miranda-Vilela et al. (2014) avaliaram os efeitos de uma suplementacao com 6leo
de pequi (Caryocar brasiliense) sobre os danos oxidativos em camundongos com tumor
s6lido de Ehrlich tratados com o quimioterdpico doxorrubicina, sendo observado efeito
protetor aos danos oxidativos induzidos pela doxorrubicina e conten¢do do crescimento
tumoral devido a elevada concentracao dos PUFA no dleo de pequi.

Dentre os modelos de estudos in vivo para avaliar a atividade anticancer, o tumor
de Ehrlich tem sido utilizado por se tratar de um modelo de tumor murino prético e
transponivel para a andlise dos efeitos antiproliferativos de diversos compostos, sendo que
esse tumor pode se desenvolver na forma sélida, quando inoculado subcutaneamente, e na
forma ascitica, quando as células sdo inoculadas no peritonio do animal (Nascimento et al,
2006; Vendramini-Costa, 2010).

Espada et al. (2007) investigaram os efeitos antitumorais das dietas contendo 6 %
de 6leo de chia e 6 % de 6leo de cartamo, consumidas no periodo de 45 dias, em um modelo
de adenocarcionoma mamadrio murino transplantandos subcutaneamente em camundongos
Balb/C, obtendo reducdo significativamente de 29,68 % na massa tumoral e 88,89 % no
nimero de metéstases no grupos que consumiram a dieta com 6leo de chia, porém a dieta com
6leo de cartamo nao reduziu significativamente a massa tumoral. Os resultados apontam que o
6leo de chia, com elevado conteido de ®3-PUFA, é um potencial agente antitumoral,
podendo apresentar acao preventiva. Portanto, estudos efetuando a ingestao da semente e 6leo
de chia devem ser realizados a fim de comprovar o seu potencial preventivo e seu mecanismo

de acdo.
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RESUMO

O consumo dos produtos de chia, principalmente as sementes, tem recentemente aumentado e
sugere-se que a inclusdo deste alimento funcional na dieta humana didria poderia contribuir na
melhoria da sadde dos consumidores. No entanto, um melhor conhecimento sobre a
composi¢ao desses produtos é obrigatdria, e entre os componentes quimicos, 0s compostos
fendlicos sdo importantes. Neste estudo a caracterizacdo quimica e os principais compostos
fendlicos presentes nas amostras comerciais de semente, farinha fibrosa e 6leo de chia foram
estudados. A metodologia assistida por ultrassom foi utilizada como procedimento de
extracdo dos compostos fendlicos, e a cromatografia liquida de alto desempenho acoplada ao
detector de espectrometria de massa foi aplicada para fins de identificacdo. Foram preparados
extratos de metanol:dgua (80:20, v/v), os quais foram submetidos a uma hidrélise acida. Os
extratos brutos e hidrolisados da semente, farinha fibrosa e 6leo de chia foram analisados, € os
principais compostos fendlicos identificados foram o 4cido caféico e o dansenshu, e os
derivados do danshensu, tais como o acido rosmarinico € o acido salviandlico. O teor de
fendlicos totais foi maior no extrato hidrolisado da semente, (2,23 + 0,02 mg GAE g'l) do que
no extrato bruto da semente (1,16 + 0,01 mg GAE g"). A atividade antioxidante da semente
de chia foi determinada pelo ensaio de FRAP e ORAC nos extratos hidrolisados (85,42 +
3,89; 143,61 + 3,93 umol TE/g) e nos extratos brutos (74,08 + 5,81; 131,46 = 4,49 umol
TE/g), e os resultados foram significativamente diferentes. O extrato hidrolisado da semente
de chia apresentou maior atividade antioxidante, sendo que esses resultados podem ser
explicados pelas diferengas observadas no perfil cromatografico obtido usando a detec¢do
eletroquimica. Os resultados deste estudo fornecem novas informacgdes sobre os principais
acidos fendlicos presentes na semente de chia, as quais sdo importantes fontes de

antioxidantes naturais para a prevencao de doencas causadas pelo estresse oxidativo.

Palavras-chave: Capacidade antioxidante; 4dcidos hidroxicinamicos; LC-DAD-ESI-MS/MS;

atividade eletroquimica.
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ABSTRACT

The consumption of chia products, namely seeds, has increased recently and it has been
suggested that the inclusion of this functional food in a daily human diet could contribute to
improve consumers” health. However, a better knowledge about the composition of these
products is mandatory and among chemical components, phenolic compounds are important.
In this work, the chemical characterization and the main phenolic compounds present in the
commercial samples of seed, fiber flour and chia oil were studied. The ultrasound-assisted
methodology was used as extraction procedure of the phenolic compounds and high-
performance liquid chromatography coupled to a mass spectrometer detector was applied for
identification purposes. Methanol:water (80:20, v/v) extracts were prepared and submitted to
an acidic hydrolysis. Crude and hydrolysates extracts of the seeds, fiber flour and oil were
analyzed, and phenolic compounds found were mainly caffeic acid and danshensu, and
danshensu derivatives, such as rosmarinic and salvianolic acids. The total phenolic content
was higher in the hydrolyzed extract of the chia seed (2.23 + 0.02 mg GAE g) than (1.16 +
0.01 mg GAE g) in the crude extract of chia seed. The antioxidant activity of chia seed was
measured by FRAP and ORAC assays in hydrolyzed extracts (85.42 + 3.89; 143.61 + 3.93
umol TE/g) and crude extracts (74.08 + 5.81; 131.46 + 4.49 umol TE/g), and results were
significantly different. The hydrolyzed extract of the chia seed presented higher antioxidant
activity, and these results can be explained by the differences observed in the
chromatographic profile obtained using electrochemical detection. These results supply new
information about the main phenolic acids presents in chia seed, which are important dietary

sources of natural antioxidants for prevention of diseases caused by oxidative stress.

Keywords: Antioxidant capacity; hydroxycinnamic acids; LC-DAD-ESI-MS/MS;

electrochemical activity.
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1. INTRODUCAO

A Salvia hispanica L. é uma planta herbacea anual que pertence a familia
Lamiaceae, nativa do sul do México e norte da Guatemala. Atualmente a chia tem sido
cultivada para fins comerciais na Argentina, Coldmbia, Equador, Peru, Bolivia, Paraguai e
Austrélia (Coates & Ayerza, 1996; Busilacchi et al., 2013).

Diferentes partes desta planta, principalmente as sementes, estdo comercialmente
disponiveis para consumo humano no mercado mundial como suplemento alimentar. As
sementes de chia sd@o geralmente consumidas trituradas ou na forma de grios inteiros, em
sucos de frutas, leite, bebidas refrescantes e saladas. A farinha fibrosa de chia, a qual é
residuo da extragcdo do o6leo, tem sido consumida como ingrediente em produtos de
panificacdo e em industrias de bebidas devido as suas propriedades funcionais, que incluem
principalmente a aderéncia a gordura e formagao de gel (Coorey et al., 2014).

O crescente interesse no estudo da semente de chia tem ocorrido devido aos seus
beneficios nutricionais e propriedades funcionais, os quais t€ém sido reconhecidos em alguns
de seus componentes, entre eles, o seu elevado teor lipidico (21,4 a 32,6 g/ 100 g), sendo que
o seu Oleo contém 4cidos graxos poli-insaturados, principalmente dcido a-linolénico (59,9 a
63,2 g/100 g) e baixo porcentagem de 4cidos graxos saturados (Ayerza & Coates, 2009;
Porras-Loaiza et al., 2014). Além do alto conteido de minerais, fibra alimentar, proteinas e
outros componentes bioativos, tais como tocoferdis e compostos fendlicos (Ayerza & Coates,
2011; Capitani et al., 2012; Ayerza, 2013; Marineli et al., 2014; Porras-Loaiza et al., 2014).

Estudos recentes relatam que a ingestdo didria dos componentes bioativos, entre
eles, os compostos fendlicos presentes nas sementes de chia, apresentam efeitos na redugdo de
doencas cardiovasculares (Ayerza & Coates, 2007; Croft, 2016), efeito hepatoprotetor
(Poudyal et al., 2012), controle da diabetes (Ho et al., 2013) e efeito protetor contra o estresse
oxidativo do plasma e de doencas relacionadas a obesidade (Marineli et al., 2015). Entre os
compostos fenodlicos ja identificados nos produtos de chia estdo os dcidos fendlicos,
principalmente o 4cido caféico e dcido rosmarinico (Reyes-Caudillo et al., 2008, Capitani et
al., 2012; Martinez-Cruz et al., 2014), os quais possuem um importante papel na prevencao e
no tratamento de diferentes desordens neuroldgicas, tais como a epilepsia (Coelho et al.,
2015).

O 4cido caféico é conhecido por apresentar vérias propriedades, tais como efeito
hipoglicemiante (Chang et al., 2015), antipruritico (Pradhananga et al., 2015),
anticancerigeno (Nasr Bouzaiene et al., 2015) e hepatoprotetor (Yang et al., 2013). O acido

rosmarinico tem sido reportado como composto fendlico majoritdrio em espécies de Salvia
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(Kamatou et al., 2005, Cvetkovikj et al., 2013, Trivellini et al., 2016). Estudos tém relatado
diversas fun¢des imunorreguladoras do 4cido rosmarinico, incluindo atividade
antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatéria (Jayanthy & Subramanian, 2014;
Boonyarikpunchai et al., 2014), inibi¢ao do processo inflamatério associado a reperfusio da
isquemia hepatica (Rocha et al., 2015), efeito antidiabético (Jayanthy & Subramanian, 2014)
e efeito protetor da memoria (Fonteles et al., 2016).

Yang et al. (2013) demonstraram que o &cido caféico e o acido rosmarinico
quando presentes em conjunto, apresentaram um aumento do efeito hepatoprotetor, aumento
das enzimas enddgenas antioxidantes e da glutationa reduzida (GSH), e diminui¢do da
peroxidacao lipidica no figado.

Outros acidos fendlicos tém sido caracterizados nas sementes de chia, entre eles, o
acido clorogénico (Reyes-Caudillo et al., 2008) e acido protocatecuico (Martinez-Cruz et al.,
2014), bem como alguns flavondides, como a quercetina e kaempferol (Reyes-Caudillo et al.,
2008; Capitani et al., 2012). O 4cido caféico e dcido clorogénico também foram detectados no
6leo de chia, assim como a miricetina, quercetina e kaempferol (Ixtaina et al., 2011).

Estudos prévios sobre a caracterizagdo de sementes de chia utilizaram solventes
aquosos e organicos para a extracdo de compostos durante a etapa de preparagdo da amostra
(Martinez-Cruz et al., 2014). O método assistido por ultrassom associado a hidrélise acida
também tem sido utilizado para lixiviar e hidrolisar os compostos fendlicos mais rapidamente
do que os métodos tradicionais, uma vez que a area de contato superficial entre as fases sdlida
e liquida é aumentada por ruptura de particulas (Herrera & Luque de Castro, 2004; Acosta-
Estrada et al., 2014).

No presente trabalho, utilizou-se a metodologia de extracdo por ultrassom (USE)
para extracdo dos compostos fendlicos da semente, farinha fibrosa e do dleo de chia. O
procedimento de hidrdlise 4cida foi também realizado nos extratos. A caracterizacao foi
realizada por cromatografia liquida, utilizando diferentes modos de detec¢do, e os resultados
foram comparados entre as diferentes fracdes de chia analisadas, utilizando dados de perfis

cromatogréficos, conteido de fendlicos totais e atividade antioxidante.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Reagentes e padroes

Os reagentes para caracterizagdo fisico-quimica e quimica foram o d4cido
cloridrico e metanol adquiridos da Chemco (Campinas, SP, Brasil); acido sulftrico

concentrado, hidréxido de sédio da Dinamica (Diadema, SP, Brasil); adcido bdrico, carbonato
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de sédio e cloroférmio, acetona, éter de petrdleo da Synth (Diadema, SP, Brasil); sulfato de
potdssio anidro, sulfato de cobre 11, sulfato de sédio anidro da Exodo Cientifica (Hortolandia,
SP, Brasil). O 4cido féormico (HCOOH, 98% PA) foi adquirido da Merck (Darmstadt,
Alemanha). Acetonitrila (CH3CN, 99,9% LC-MS) e metanol (MeOH, 99,8% LC-MS) foram
adquiridos da Fisher Scientific (Waltham, EUA) para analise cromatografica. A dgua ultra-
pura (18,2 MQ.cm) foi obtida da Millipore-Direct Q3 UV system (Millipore, USA).

Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico), AAPH (2,2'-
azobis(2-metil-propianamidina)dicloridrato), TPTZ (2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina), acido-2-
tiobarbitdrico, dcido galico foram todos obtidos da Sigma-Aldrich (Sigma Co., St. Louis, MO,
USA). O reagente Folin-Ciocalteu’s foi obtido da Dinamica (Diadema, SP, Brasil). O sal de
fluoresceina sddica foi proveniente da Vetec Quimica (Sao Paulo, SP, Brasil). O hexano grau
HPLC (Macron, EUA), isopropanol grau HPLC (J.T. Baker, EUA), 4cido acético grau HPLC
(J.T. Baker, EUA) e os padrdes de tocoferdis — a, B, y e & (Merck, Darmstadt, Alemanha) e
ésteres metilicos do C4 a0 Cp4 (FAME Mix, Supelco, EUA).

Foram utilizados 4cido nitrico e peréxido de hidrogénio de grau analitico da Synth
(Diadema, SP). Os padrdes utilizados ferro (Fe), magnésio (Mg), zinco (Zn), potdssio (K),
cobre (Cu), célcio (Ca) e manganés (Mn), na concentra¢do de 1,000 mg/g, foram obtidos de

Quimis (Diadema, SP, Brasil).

2.2 Matérias-primas

A semente, farinha fibrosa (fiber flour powder-435) e 6leo de chia (Salvia
hispanica L.) provenientes da PFD Benexia S.A. (Santa Cruz, Bolivia) foram obtidos da R&S
Blumus Comercial de Produtos Alimenticios Ltda (Campinas, SP, Brasil). De acordo com a
informacdo do produtor (FPT S.A Santiago, Chile), o 6leo de chia foi obtido a partir da
semente de chia apds um processo de prensagem a frio, e o seu material residual foi triturado
até o tamanho de 435 um para obtencdo da farinha fibrosa (fiber flour powder-435). O 6leo
foi armazenado entre 2 a 8 °C em garrafas de vidro ambar sem espaco de ar. As matérias-
primas utilizadas foram armazenadas em freezer (-20 °C £ 2 °C). As sementes de chia foram
trituradas em moinho (modelo A11 basic BS32, marca IKA Mill, Sdo Paulo, Brasil) antes da

realizagcdo de cada andlise.

2.3 Composicao centesimal
A composicdo centesimal da semente e farinha fibrosa de chia foi determinada

quanto ao teor de umidade, cinzas, proteinas (AOAC, 2006) e lipideos (Bligh & Dyer, 1959).



49

O teor de carboidratos foi determinado por diferenca, conforme a Resolu¢do da Diretoria
Colegiada (RDC) n° 360 (BRASIL, 2003). O contetido de fibra alimentar solivel e fibra
alimentar insolivel foi determinado de acordo com o método enzimético-gravimétrico
(AOAC, 2006) e o contetido de fibra alimentar total foi calculado a partir da soma dos valores
de fibra alimentar solivel e fibra alimentar insolivel. O valor de energia foi determinado

utilizando-se o fator de Atwater (Atwater & Bryant, 1900).

2.4 Minerais

Pesou-se cerca de 0,6000 g de cada amostra em tubo de digestdo para cada
mineral a ser analisado, em balanga analitica (modelo AY220, Shimadzu), adicionou-se cerca
de 4 mL de acido nitrico. Para cada mineral a ser determinado nas amostras, as analises foram
realizadas em triplicata. Os tubos foram tampados e ficaram em processo de digestdo a frio
por 12 horas (overnight). Foram preparados trés tubos “branco” (sem as amostras). Logo
apos o periodo de overnight, as tampas foram retiradas dos tubos, adicionou-se 2 mL de acido
nitrico ¢ 2 mL de per6xido de hidrogénio. Os tubos foram colocados no bloco digestor
(modelo MA4025, Marconi) e pequenos funis foram colocados para cobrir cada tubo com
objetivo de manter o refluxo do dcido nitrico no periodo de digestio a quente.

Inicialmente o tubos foram aquecidos por 30 minutos a uma temperatura de 50 °C
no bloco digestor, decorrido este tempo, a temperatura foi aumentada para 100 °C, por mais
30 minutos e na sequéncia a 115 °C por mais 2 horas. Apds a digestdo, os tubos foram
retirados do bloco e aguardou-se o resfriamento a temperatura ambiente (25 £+ 2 °C). Ap6s o
resfriamento, adicionou-se 5 mL de dgua aos tubos de digestdo. Posicionou-se os tubos no
banho de ultrassom (modelo 1510, Branson) por 5 minutos. Transferiu-se o contetido dos
tubos para baldes volumétricos de 25 mL e completou-se o volume com dgua deionizada. As
amostras foram filtradas em papel de filtro e armazenadas em frasco de plastico para
determina¢do do teor de ferro (Fe), magnésio (Mg), zinco (Zn), potdssio (K), cobre (Cu),
célcio (Ca) e manganés (Mn).

Os teores de Fe, Mg, Zn, K, Cu, Ca e Mn foram determinados por Espectrometria
de Absor¢ao Atomica com chama (Perkin Elmer modelo Analyst 200), onde as amostras
foram introduzidas em um nebulizador e misturadas a uma chama de ar (2,5 L.h'l) e acetileno
(10 L.h™") com temperatura de aproximadamente de 2000 °C. Uma lampada de deutério foi
utilizada para corre¢do da radiacdo de fundo e lampada de catodo oco (Perkin Elmer) para
determinacdo de Fe (248,33 nm), Mg (285,21 nm), Zn (213,86 nm), Cu (324,75 nm), Ca
(422,67 nm), Mn (279,48 nm) e K (emissao, slit padrao 1,5 mg/L)) com metodologia validada
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(Rebellato et al., 2015). Foram construidas curvas de calibragio para a obten¢do de equagdes
que correlacionam a absorbancia medida com a concentracio em mg.100 g'1 para cada
mineral presente nas amostras (AMC, 1987; Soeiro et al., 2010). As curvas consistiram de
seis pontos e as concentragdes utilizadas foram 0,2; 0,3; 0,5; 0,7; 1,0; 1,5 mg.L'1 para cada

mineral. Os resultados das anélises foram expressos em mg/kg.

2.5 Indice de peréxido

O indice de per6xido no 6leo de chia foi determinado conforme o método Cd 8b-
90 (AOCS, 2009), aplicdvel a todos os 6leos. Pesou-se 5 g de 6leo de chia em erlenmeyer,
posteriormente foi adicionado 50 mL de soluc@o de dcido acético:iso-octano (30:20, v/v) e
agitou-se até a completa dissolu¢do. Adicionou-se 0,5 mL da solucdo de iodeto de potdssio
saturada e agitou-se durante 1 minuto, em seguida foi adicionado 30 mL de dgua destilada e
agitou por mais 1 minuto. Posteriormente, adicionaram-se 2,0 mL de lauril sulfato de sddio
10 % e 2,0 mL de amido indicador a 1 %. Titulou-se com solucdo de tiossulfato de s6dio

0,01 M padronizada. O indice de peroxidacdo foi expresso em meq O,/kg.

2.6 Indice de acidez

A andlise dos 4cidos graxos livres e a determinagdo do indice de acidez no 6leo de
chia foi realizada segundo a metodologia da Ca 5a-40 (AOCS, 2009). Pesou-se 28,2 g de 6leo
de chia em erlenmeyer e adicionou-se 100 mL de de dlcool etilico 95 %, em seguida aqueceu-
se até 50 °C. Adicionou-se indicador fenolftaleina e titulou-se com solucao de NaOH 0,1 M

padronizada. Os resultados foram expressos em g dcido oléico/100 g de dleo.

2.7 Determinacao de cor

A cor do 6leo de chia foi determinada pelo método de Lovibond (AOCS, 2009) e
o método colorimetrico CIELAB (Ixtaina et al., 2012). A cor foi obtida pelo equipamento
automdtico Lovibond PFX 995 Tintometer, usando cubeta de vidro 6ptico de 51/4", segundo
o método Ccl3j-97 (AOCS, 2009). Utilizando-se o espectrofotdmetro de cor, modelo
ColorQuest II (Hunter Lab), angulo de visao 10°, iluminante D65, usando o 45 sistema de cor
CIELAB L*C*h para transmitancia total de cada amostra em cubeta de vidro opticamente
limpo com 10 mm de caminho 6ptico, sendo a determinag¢do baseada no sistema CIELAB
(representacdo polar do sistema L* a* b*). No sistema CIELAB, o L* indica luminosidade,
que varia de zero (preto) a 100 (branco); enquanto a* e b* representam as coordenadas de

cromaticidade, sendo que +a* indica tendéncia para o vermelho e —a* tendéncia para o verde;
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+b* indica tendéncia para o amarelo e —b* tendéncia para o azul. As medidas foram obtidas

em triplicata.

2.8 Indice de iodo
O indice de iodo foi determinado no 6leo de chia conforme o método Cd 1c-85
(AOCS, 2009), sendo calculado a partir da composicdo dos 4cidos graxos obtidos por

cromatografia gasosa.

2.9 Indice de saponificacio
O indice de saponificagdo foi determinado no 6leo de chia conforme o método
AOCS Cd 3a-94 (AOCS, 2009), sendo calculado a partir da composi¢cdo dos acidos graxos

obtidos por cromatografia gasosa.

2.10 Perfil dos acidos graxos

A extracdo lipidica da semente e farinha fibrosa de chia foi realizada segundo
método de Bligh & Dyer (1959), utilizando agitador de tubos (Labnet, modelo S0200). A
composi¢do dos dcidos graxos presentes na fracdo lipidica da semente, farinha fibrosa e 6leo
de chia foi determinada por cromatografia gasosa, apds esterificacdo, utilizando a
metodologia descrita por Hartmann & Lago (1973).

Os ésteres metilicos foram separados segundo o método AOCS Ce 2-66 (2009),
analisados em cromatdgrafo gasoso capilar (marca CGC Agilent, modelo 6850 Series GC
System) com detector de ionizacdo de chama. Os componentes foram separados em coluna
capilar de silica fundida DB-23 Agilent (50 % cianopropil metil polisiloxano modificado),
com dimensdes de 60 m, didmetro interno de 0,25 mm e espessura do filme de 0,25 um. As
condic¢des de operacdo foram as seguintes: fluxo de 1,00 mL/min, temperatura programada do
detector de 280 °C, temperatura do injetor a 250 °C, temperatura do forno (110 °C — 5 min;
110 — 215 °C — 5 min, 215 °C — 24 min), gas de arraste hélio; velocidade linear do gas de
arraste de 24 cm/s, volume injetado de 1,0 pl. A identificagdo e quantificagdo dos dcidos
graxos foi realizada através da compara¢do do tempo de retencdo dos acidos graxos das

amostras e dos padrdes.

2.11 Tocoferdis
A separagdo, identificacdo e quantificacdo dos teores de a-, B-, y- € 0-tocoferol

foram efetuadas nas fracoes lipidicas da semente e farinha fibrosa, e no 6leo de chia por
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cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), conforme o método oficial Ce 8-89 (AOCS,
2009). Em um baldo volumétrico, 0,10 g de 6leo foi diluido em volume de hexano para
completar 10 mL e filtrado em membrana PVDF de 0,22 um (Millipore, USA). As injecdes
foram realizadas com um loop de 20 pL desta solugdo. As determinagdes foram conduzidas
utilizando cromatégrafo (Perkin-, série 200) acoplado ao detector de fluorescéncia (Perkin
Elmer, série 200A) em condig¢do isocritica a temperatura ambiente (25 °C).

As separagdes foram conduzidas utilizando coluna analitica Hibar RT 250 x 4 mm
Li Chrosorb Si 60 (5 mm), fluxo médio de 1,0 mL/min. A fase mével de grau cromatografico
foi composta por hexano:isopropanol (99:1,v/v). A deteccdo foi realizada por fluorescéncia
utilizando comprimento de onda de excitacdo igual a 290 nm e de emissdo de 330 nm. A
integracdo dos dados foi realizada através do Peak Simple Chromatography Software. A
identificacdo foi baseada na comparagao dos tempos de retencao com os de padrdes validados
sob as mesmas condicdes de operagao.

A quantificacdo foi realizada por padronizacdo externa, tendo sido construida a
curva analitica com 5 niveis de concentragdo. Cada ponto foi representado pela média de 5
determinacgdes. As concentragdes das fragdes de a-, -, y-, € o-tocoferol variaram na faixa de
1,4 a10,8 ug/mL, 1,8 a 13,9 ug/mL, 2,2 a 17,5 ug/mL e 2,0 e 17,5 pg/mL, respectivamente.

As andlises foram realizadas em triplicata e os resultados foram expressos em mg/kg.

2.12 Carotenéides

O processo de extragdo dos carotendides totais da semente e farinha fibrosa de
chia baseou-se no procedimento descrito por Rodriguez-Amaya et al. (1976), com algumas
modificacdes. Cerca de 10 g de amostra (semente triturada ou farinha fibrosa) foi macerada
com acetona resfriada (50 mL) e hyflo-supercel (5 g), depois colocada em homogeneizador
(TE-645, Tecnal) por trés minutos. O processo de extragdo das amostras foi realizado em
triplicata. O material foi filtrado a vacuo para um kitassato através de um funil de biichner
com papel de filtro. As extracdes com acetona foram repetidas até o residuo do filtro se tornar
o mais claro possivel, ou seja, total remog¢ao dos carotendides.

O filtrado foi transferido vagarosamente para um funil de separac¢do, contendo
50 mL de éter de petrdleo resfriado, permitindo a particdo dos carotendides para o éter. A
acetona foi retirada do funil através de trés lavagens consecutivas com dgua destilada. Para a
saponificacdo dos lipidios e clorofilas, adicionou-se solu¢do metandlica de KOH (10 %) na
propor¢ao de 1:1 (v/v). A mistura permaneceu por uma noite em temperatura ambiente (25 +

2 °C) e a fase etérea foi separada da metandlica em funil de separacdo contendo volume
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adicional de éter de petrdleo. A fase em éter de petrdleo foi lavada com dgua destilada até a
remog¢do completa do dlcali (pH préximo da neutralidade). Sulfato de sédio anidro foi
adicionado para remog¢do da dgua remanescente. O extrato foi entdo concentrado em
evaporador rotativo (34 + 2 °C) sob pressdo reduzida (90 rpm). Em seguida, foi transferido
para um baldo volumétrico de 25 mL, o volume foi corrigido com éter de petrdleo e realizado
a leitura no espectrofotdometro.

Para determinar o teor de carotendides no o6leo de chia, pesou-se
aproximadamente 4 g do 6leo de chia e diluiu-se em 4 mL de éter de petréleo. A mistura foi
transferida através de um funil para um baldo volumétrico de 10 mL e o volume foi corrigido
com éter de petréleo (Carvalho et al., 2012) e seguido a leitura no espectrofotdmetro. Durante
toda a andlise, os extratos foram protegidos da luminosidade, mantendo a vidraria com papel
laminado e local escuro. O teor de carotendides totais foi determinado no espectrofotdmetro
(Marca Pro-Andlise, modelo UV 1600, Brasil) em 450 nm e o resultado obtido pela equacao
[Teor de carotendides totais = (A. V. 104) /(Al. P)]: Onde A= absorbancia do extrato; V =
volume total do extrato (25 mL); A'= coeficiente de absorcdo do B-caroteno em éter de
petrdleo = 2592 e P= peso da amostra (g). O resultado foi expresso em [-caroteno

equivalentes (ug/g).

2.13 Malondialdeido

A determinagdo do teores de malondialdeido (MDA) na semente, farinha fibrosa e
6leo de chia foram realizados confome o método descrito por Sinnhuber & Yu (1958) em
triplicata. Pesou-se 0,25 g de amostra, e adicionou-se na ordem em um baldo de refluxo, 5 mL
de reagente acido-2-tiobarbitirico (TBA), 5 mL de dgua miili-Q, 5 mL de HCL 0,6 N e 10
mL de solucdo de &cido tricloroacético (TCA) a 20 %. O balao foi conectado em um
condensador (Allihn) em banho maria a 100 °C durante 30 minutos, apds esse periodo,
adicionou-se pelo topo do condensador 75 mL de HCL 0,6 N sob refluxo por mais 10
minutos. Apés o término, os baldes foram resfriados, a solugdo foi filtrada e centrifugada por
10 minutos a 1800 rpm. Os teores MDA foram quantificados a 535 nm usando um leitor de
microplacas (SynergyHT, Biotek,Winooski, EUA). A curvdo padrdo (0,625 — 50 umol L™
MDA) foi preparada usando padrdo de MDA. A concentracio de MDA ¢é expressa em g
MDA/kg.

2.14 Extracao dos compostos fenélicos totais

2.14.1 Extrato bruto da semente e farinha de chia
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Utilizou-se o método de extracdo por ultrassom (USE) para extracdo dos
compostos fendlicos (Pizarro et al., 2013), com adaptagdes. Aproximadamente 2 g de amostra
(semente de chia triturada ou farinha fibrosa) foram homogeneizados com 10 mL de solucdo
metanol:dgua (80:20, v/v). Apds agitacdo em vortex durante 10 s, as amostras foram
colocadas imediatamente no banho de ultrassom (Modelo B12, Onic 12 Ultrasonics, Lisboa,
Portugal). As extragdes foram realizadas a 48 kHz de frequéncia e 55 W de poténcia, durante
60 min a 25 £ 2 °C. Depois, as amostras foram centrifugadas a 4000 rpm durante 30 min e o
sobrenadante removido. O sobrenadante foi evaporado em rotaevaporador (IKA, RV10
control) até a secura na temperatura de 40 °C = 1 °C sob pressdo reduzida (335 mbar). O
residuo seco foi dissolvido em 2 mL de metanol:dgua (80:20, v/v), filtrado através de uma
membrana de PVDF de 0,22 um (Millipore, EUA), obtendo assim os extratos brutos da
semente e farinha fibrosa, os quais foram armazenados a -18 °C até a andlise. Todas as

amostras foram extraidas em duplicata.

2.14.2 Extrato bruto do dleo de chia

O procedimento descrito em 2.14.1 foi utilizado com algumas modificacdes.
Pesou-se aproximadamente 2 g de 6leo de chia e em seguida foram adicionados 5 mL de
hexano e 5 mL de solucdo de metanol:dgua (80:20, v/v). Apds agitacdo em vortex por
aproximadamente 10 s, colocou-se o tubo imediatamente no banho de ultrassom (Modelo
B12, Onic 12 Ultrasonics, Lisboa, Portugal). As extracdes foram realizadas a 48 kHz de
frequéncia e 55 W de poténcia, durante 60 min a 25 + 2 °C. Esta mistura foi centrifugada a
4000 rpm durante 10 min e o extrato polar (fase inferior) foi removido. Os extratos polares
foram evaporados no rotaevaporador (IKA, RV10 control) até a secura na temperatura de
40 °C £ 1 °C sob pressao reduzida (335 mbar). Apds evaporagdo do solvente, o residuo seco
foi dissolvido em 2 mL de metanol:dgua (80:20, v/v) e filtrado através de uma membrana de
PVDF de 0,22 um (Millipore, EUA), obtendo assim os extratos brutos do 6leo, os quais

foram armazenados a -18 °C até a andlise. Todas as amostras foram extraidas em duplicata.

2.14.3 Extrato hidrolisado da semente, farinha e oleo de chia

A hidrdlise acida dos extratos brutos da semente, farinha fibrosa e 6leo foram
realizadas de acordo com Tsimidou er al. (2014). Uma aliquota de 1 mL dos extratos
metanodlicos brutos das respectivas amostras foram misturados com 1 mL de solu¢do 1 M de

H,SO,4 e mantidos vedados no banho de dgua a 80 °C durante 2 hs. Cada extrato foi filtrado
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através de uma membrana de PVDF de 0,22 pm (Millipore, EUA), obtendo assim os extratos

hidrolisados, os quais foram armazenados a -18 °C até a analise.

2.15 Condicoes cromatograficas para identificacao dos compostos fendlicos
2.15.1 HPLC-DAD-ESI-MS/MS

Os compostos fendlicos contidos nos extratos brutos e hidrolisados da semente,
farinha fibrosa e 6leo de chia foram analisados no cromatégrafo (Waters® Alliance 2695,
Irlanda) equipado com uma bomba quaterndria, desgaseificador de solvente, injetor
automdtico e forno de coluna, acoplado ao um detector de arranjos de diodos (Waters 2996
PDA, Irlanda) em Lisboa, Portugal. Utilizou-se uma pré-coluna (100RP-18, 5um) e uma
coluna de fase reversa C18 (LiCrospher® 100 RP-18, 250 x 4mm; Sum) em um forno
termostatizado a 35 °C para a separagdo. Foi utilizado como fase mével dgua milli-Q e dcido
formico (99,5:0,5, v/v) como eluente A e acetonitrila como eluente B a um fluxo constante de
0,30 mL/min. Todos os solventes foram filtrados através de uma membrana de PVDF de 0,22
um (Millipore, EUA) antes da andlise.

O sistema foi executado com o seguinte programa de gradiente: 0-15 min de 99 a
90 % de A; 15-20 min de 90 a 89 % de A; 20-30 min a 89 % de A; 30-45 min de 89 a 85 %
A; 45-55 min a 85 % A; 55-95 min de 85 a 70 % A; 95-100 min a 70 % A; finalmente
voltando as condi¢des iniciais. O volume de injecdo foi de 20 pL. O detector de arranjos de
diodos foi utilizado para analisar a absorcdo nos comprimentos de onda entre 210 a 600 nm.
Utilizou-se um espectrometro de massa triplo quadrupolo (MicroMass® Quattro micro,
Waters, Irlanda) equipado com fonte de ionizag¢do por eletrospray (ESI) em temperatura de
120 °C, voltagem do capilar de 3,0 kV e voltagem do cone de 20 kV. Os compostos foram
ionizados em modo negativo e os espectros foram registrados no intervalo de relagdo
massa/carga (m/z) entre 60-1500. As condic¢des analiticas foram otimizadas para maximizar o
sinal do fon precursor ([M-H]'). Utilizou-se nitrogénio de alta pureza (N;) tanto como gas de
secagem como gas nebulizador. Utilizou-se Argdnio de ultra-alta pureza (Ar) como gas de
colisdo. O software MassLynx versdo 4.1 foi utilizado para aquisicdo e processamento dos

dados.

2.15.2 HPLC-DAD-ED
Os compostos fendlicos contidos nos extratos brutos e hidrolisados da semente,
farinha fibrosa e 6leo de chia foram analisados em um ThermoFinnigan (modelo Surveyor,

San Jose, CA, EUA) equipado com um injetor automadtico, bomba, detector de arranjos de
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diodos (ThermoFinnigan Surveyor, San Jose, CA, EUA) e um detector eletroquimico (Dionex
ED 40) em Oeiras, Portugal. A separa¢do cromatografica dos compostos foi realizada em uma
coluna de Lichrocart RP-18 (250 x 4 mm, tamanho de particula 5 um, Merck) e uma pré-
coluna Manu-cart® RP-18 em um forno termostato a 35 °C. O detector de arranjos de diodos
foi programado para uma varredura entre 192 a 798 nm a uma velocidade de 1 Hz com uma
largura de banda de 5 nm. A deteccdo foi monitorada utilizando trés canais individuais (280,
320 e 360 nm) a uma velocidade de 10 Hz com uma largura de banda de 11 nm. O volume de
injecdo aplicado foi de 20 pL. A temperatura do injetor automadtico foi ajustada a 12 °C.

A fase movel consistiu de acetonitrila:dgua:acido férmico (90:9,5:0,5, v/v/v)
como eluente B e 4cido férmico aquoso (99,5:0,5, v/v) como eluente A, a um fluxo constante
de 0,30 mL/min. Todos os solventes foram filtrados através de uma membrana de PVDF de
0,22 um (Millipore, EUA) antes da andlise. O sistema foi executado com o seguinte programa
de gradiente: 0-5 min a 98,89 % de A; 5-45 min a 98, 89-33,33 % de A; 45-90 min a 33,33 %-
0 % de A; 90-100 min a 0 % de A; 100-110 min a 0-98,99 % de A; 105-120 min a 98,89 % de
A; finalmente voltando as condig¢des iniciais.

A deteccdo eletroquimica foi programada para uma variacao linear de -1,0 V a 1,0
V em 1,00 s (detecgdo por voltametria integrada utilizando uma variacao ciclica do potencial).
As medi¢des foram realizadas com uma frequéncia de 50 Hz com um conversor anal6gico/
digital. Os sistemas de aquisi¢do de dados foram o Chromquest versdo 4.0 (ThermoFinnigan-
Surveyor, San Jose, CA, EUA) para o detector de arranjos de diodos e o software 4880

(Unicam) para o detector eletroquimico.

2.16 Determinacao do conteiido de fendlicos totais

O conteudo fendlico total da semente, farinha fibrosa e d6leo de chia (extratos
metandlicos brutos e hidrolisados) foi determinado de acordo com o método de Folin-
Ciocalteau (Swain & Hillis, 1959). Resumidamente, foram misturados 50 pL de extrato, 800
pL de adgua destilada e 25 pL (0,25 N) de reagente de Folin-Ciocalteau e incubados a
temperatura ambiente durante 3 min. Em seguida, adicionou-se 100 plL de solug¢do de
carbonato de s6dio (1 N) e incubou-se ainda durante 2 hs a temperatura ambiente (25 £ 2 °C)
em ambiente escuro. A absorvancia foi lida a 725 nm no leitor de microplacas (SynergyHT,
Biotek,Winooski, EUA). O 4cido gélico foi utilizado para quantificac@o e os resultados foram
expressos em termos de equivalente de 4cido gdlico (mg GAE/g). Todas as medidas foram

realizadas em triplicata para cada amostra analisada.
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2.17 Deteminacao da atividade antioxidante
2.17.1 Ensaio FRAP

A capacidade antioxidante das amostras estimadas pelo ensaio de FRAP (Poder
Antioxidante de Reducdo do Ferro) foi realizada baseando-se na metodologia de Benzie &
Strain (1996), com algumas modificacdes. Em condi¢des escuras, o reagente FRAP foi
preparado com tampao acetato 300 mmol/L (pH 3,6), 10 mmol 2,4,6-tris (2-piridil)-s-triazina
(TPTZ) em uma solucdo de 40 mmol de HCl e 20 mmol FeCl;. Em eppendorf foram
adicionados 20 puL. da amostra, 600 pL de reagente FRAP e 60 pL de dgua ultrapura e em
seguida foram misturados e mantidos no banho-maria durante 30 min a 37 °C. Apds
resfriamento até a temperatura ambiente, todas as amostras foram lidas a 595 nm no leitor de
microplacas (SynergyHT, Biotek,Winooski, EUA). Preparou-se também uma curva padrao
Trolox (10-800 umol TE). Os resultados foram expressos em pmol Trolox equivalente (TE)/g.

Todas as medidas foram realizadas em triplicata para cada extrato analisado.

2.17.2 Ensaio ORAC

Os ensaios ORAC (Capacidade de Reducao do Radical Oxigénio) foram baseados
na capacidade fluorescente da fluoresceina sddica na presenca de radicais de oxigénio, sendo
realizado conforme o método descrito por Ou et al. (2013). O radical peroxil foi gerado pela
solucio de AAPH (2,2'-azobis (2-metilpropionamidina) dicloridrato) sendo preparada
imediatamente antes da analise, e a fluoresceina foi utilizada como substrato. No escuro,
foram adicionados 20 pL. de amostra, 120 pL de fluoresceina em tampao fosfato (pH 7,4) e 60
uL de AAPH em microplacas pretas. O leitor de microplacas (SynergyHT, Biotek, Winooski,
USA) foi ajustado (filtros fluorescentes, comprimento de onda de excitacdo, 485 nm,
comprimento de onda de emissdo, 520 nm) e Trolox foi utilizado como padrdo (5-50 pmol).
Os valores de ORAC foram expressos em pmol Trolox equivalente (TE)/g. Todas as medidas

foram realizadas em triplicata para cada extrato analisado.

2.18 Analise dos resultados e analises estatisticas

A identificacdo dos compostos fendlicos, ou seja, dos espectros de massas obtidos
neste estudo foram comparados com os espectros de massas ja publicados em outros trabalhos
cientificos, juntamente com a ordem de eluicdo e comprimento de onda maximo de absorcao
no UV ( Anmax). Para fins de comparagdo entre as amostras, por HPLC, a % da area de pico foi

medida no cromatograma no comprimento de onda de 280 nm.
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Os resultados da composi¢do centesimal, caracterizacdo fisico-quimica e quimica,
composi¢do dos dcidos graxos e tocoferdis, conteddo mineral, espectrofotométricos relativos
a determinagao dos compostos fendlicos totais e atividade antioxidante foram expressos como
média + desvio padrdo. As andlises foram baseadas no teste ¢ ou one way ANOVA, seguido
de teste de Tukey para comparacdes das médias, conforme o nimero de grupos. O limite de
significancia para ambos os testes foi estabelecido em p<0,05 (5 % de significancia). As
andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 5.0 (Software

GraphPad, Inc. La Jolla, CA, EUA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizacao fisico-quimica e quimica

Atualmente no Brasil, as sementes de chia tém sido adicionadas nas refeicoes
diarias, na forma de grios inteiros ou trituradas em sucos de frutas, leite, bebidas refrescantes,
saladas, sopas e em conjunto com cereais matinais. A investigacdo dos principais
componentes presentes na semente de chia e nos seus produtos t€ém como objetivo principal
avaliar suas propriedades nutricionais e seu potencial como fonte de compostos bioativos. A

Tabela 1 apresenta os resultados da composicao da semente e farinha fibrosa de chia.

Tabela 1. Composi¢do centesimal da semente e farinha fibrosa de chia (g/100 g) em base timida.

Chia*
Componentes

Semente Farinha Fibrosa
Umidade 4,55 +0,04° 7,05 +0,05°
Protefnas’ 23,50 +0,54° 32,50 +0,94*
Lipideos 30,56 + 0,05 9,90 +0,13°
Cinzas 4,55 +0,08" 5,86 +0,04°
Carboidratos” 36,84 +0,28° 44,69 + 0,32°
Fibra alimentar tota 35,50 0,60b 40,90 + 0,90*
Fibra insoldvel 31,90 + 0,49° 36,38 + 0,88
Fibra soldvel 3,60 +0,11° 4,52 +0,01°
Valor energético'” 516,40 + 0,30" 397,86 + 0,47

* Os resultados sdo expressos como média + desvio padrio (n=3).

* Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha representam diferenca estatistica significativa (p<0,05)

pelo Teste .

! Fator de conversdo (N=6,25).

UFibra alimentar total = fibra insoldvel + fibra soldvel.

" Carboidratos = 100 - (umidade + cinzas + proteinas + lipideos).

Y Valor de energia é expresso em Kcal/100g (Fator de Atwater).
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A semente e farinha fibrosa apresentaram baixos teores de umidade, 4,55 % e
7,05 %, respectivamente. Os valores determinados de umidade estdo dentro dos limites
estabelecidos pelo CNNPA 12 - Padrdes de Identidade e Qualidade para Alimentos e Bebidas
(BRASIL, 1978), nao podendo ser superior a 15 %. Segundo Rupollo et al. (2006), a
determinagcdo e controle da umidade nos graos ¢ fundamental para manutencdo da sua
qualidade, pois teor de umidade acima de 15 % favorece a incidéncia de fungos toxigénicos,
pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillium, sendo que essa incidéncia refere-se
basicamente a contaminacao vinda da lavoura.

Os resultados de umidade da semente e farinha fibrosa estdo de acordo com os
dados relatados na literatura, sendo que Martinez et al. (2012), Sandoval-Oliveros & Paredes-
Lopez (2013), Sargi et al. (2013) e Marineli et al. (2014) descreveram valores entre 4,50 % a
7,86 % para semente. Capitani et al. (2012) e Segura-Campos et al. (2013) relataram valores
entre 6,17 % a 10,00 % para farinha fibrosa.

O teor de lipideos na farinha fibrosa (9,90 %) foi significativamente menor do que
na semente (30,56 %), sendo que esse resultado é esperado nas amostras, visto que a farinha
fibrosa € um residuo gerado do processo de extracao do dleo da chia. Portanto, os resultados
de lipideos da semente e farinha fibrosa estdo de acordo com os estudos prévios, que
relataram valores entre 29,98 % a 32,50 % para semente (Peiretti & Gai, 2009; Ayerza &
Coates, 2011; Martinez et al., 2012; Sandoval-Oliveros & Paredes-Lopez, 2013; Marineli et
al., 2014) e valores entre 8,75 % a 10,85 % (Capitani et al., 2012; Coorey et al., 2014) para
farinha fibrosa.

Estudos demonstram, de acordo com Charalampopoulos et al. (2002) e Ragaee et
al. (2006), que o teor de lipideos da semente de chia € superior em média 10 vezes em relagdao
aos principais cereais consumidos no Brasil, entre eles arroz (1,9 %), milho (3,9 %), trigo (2,0
%), sorgo (3,3 %) e cevada (2,31 %). Porém, Sargi et al. (2013) determinaram que o teor de
lipideos da semente de chia € inferior frente algumas sementes oleaginosas estudadas, tais
como linhaca dourada (37,57 %), linhagca marrom (38,13 %), perilla branca (40,12 %) e
perilla marrom (42,27 %).

O contéudo de proteinas na farinha fibrosa (32,50 %) foi significativamente
elevado comparado com a semente (23,50 %) devido a diminui¢do do seu conteido de
lipideos. Capitani et al. (2012), Segura-Campos et al. (2013), Coorey et al. (2014) obtiveram
o conteudo de proteinas da farinha fibrosa na faixa de 31,95 % a 34,01 %, enquanto Martinez
et al. (2012), Sandoval-Oliveros & Paredes-Lopez (2013), Sargi et al. (2013) e Marineli et al.
(2014) relataram na faixa de 21,52 % a 25,32 % para semente. Sargi et al. (2013)
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determinaram conteddos similares de proteinas da semente de chia para semente de linhaca
dourada (23,24%), linhaca marrom (24,42 %), perilla branca (24,18 %) e perilla marrom
(25,38 %). Portanto, conclui-se que a semente de chia € uma importante fonte proteica.

Os teores de cinzas foram 4,55 % para semente e 5,86 % para farinha fibrosa.
Comparando com a literatura, os resultados de cinzas encontram-se na faixa determinada por
outros investigadores, sendo 4,07 % a 4,80 % para semente (Peiretti & Gai, 2009; Martinez et
al., 2012; Marineli et al., 2014) e 5,85 % a 6,27 % para farinha fibrosa (Capitani et al., 2012;
Segura-Campos et al. 2013).

O teor de carboidratos na farinha fibrosa (44,69 %) foi significativamente elevado
comparado com a semente (36,84 %) devido a reducdo do teor de lipideos. O teor de
carboidrato é calculado, na composicao centesimal dos alimentos, aplicando-se a equagao pela
diferenca (carboidratos = 100 - (umidade + cinzas + proteinas + lipideos)), portanto no
calculo de carboidrato sdo requeridos os componentes do alimento, necessitando realizar
variados procedimentos analiticos para a obtencdo dos mesmos (BRASIL, 2003).

Os teores de fibra alimentar total, insolivel e solivel foram significativamente
maiores na farinha fibrosa (40,90 %; 36,38 %; 4,52 %) do que na semente (35,50 %; 31,90 %;
3,60 %), respectivamente. Estudos tém demonstrado consistentemente que a maior ingestao
didria de graos integrais estd associada com menor aumento do peso corporal ao longo do
consumo (Esposito et al., 2004; Harris Jackson et al., 2014). Os alimentos ricos em fibras
podem beneficiar no controle do peso corporal, devido a reducdo da absor¢do da energia
consumida e aumento da excre¢do dos sais biliares em comparacdo com alimentos que
contém baixo teor de fibras (Brownlee et al., 2016). O consumo de fibra alimentar soldvel
reduz as respostas pos-prandiais da glicose apds as refei¢des ricas em carboidratos, bem como
a reducdo dos niveis de LDL (Low Density Lipoprotein)-colesterol e colesterol total (Weickert
& Pfeiffer, 2008). Além disso, as fibras insoldveis contribuem para o aumento do volume do
bolo fecal, redu¢do do tempo de transito intestinal, retardo da absorcdo de glicose e retardo da
hidrélise do amido (Weickert & Pfeiffer, 2008).

Alimentos contendo cereais e sementes oleaginosas contribuem em grande parte
na ingestao caldrica da populacdo, uma vez que sd@o consumidos mundialmente, por todas as
faixas etdrias, além de serem usados principalmente como matérias-primas para a industria de
alimentos. Os valores de energia (VE) obtidos pelos experimentos de Atwater & Bryant
(1900), o qual nos referimos hoje como o fator Atwater, permitiram constatar que em média,
cada grama de proteina ou de carboidrato libera 4 kcal de energia, enquanto que para cada

grama de lipideos sdo liberados o valor de 9 kcal. Desta forma, para obter o valor energético
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pela relacdo estabelecida por Bryant & Atwater € aplicado a equagdo (VE = 4C + 4P + 9L),
sendo necessdrio obter as quantidades, em gramas, de carboidratos (C), proteinas (P) e
lipideos (L) presentes em cada amostra (Buchholz & Schoeller, 2004). O valor energético da
semente (516,40 kcal/100 g) é significativamente elevado em comparagdo com a farinha
fibrosa (397,86 kcal/100 g) devido ao maior conteudo de lipideos.

O d6leo da semente de chia é fonte de acidos graxos essenciais, porém ndo é
amplamente utilizado comercialmente, mesmo apresentando caracteristicas que sdo adequadas
para aplicacdes industriais. As caracteristicas fisico-quimicas do 6leo de chia sdo apresentadas

na Tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas do 6leo de chia.

Componentes Oleo®
Indice de peréxido (mEq O,/kg) 5,25 +£0,01
Indice de acidez (g 4cido oléico/100 g) 0,26 +0,01
Indice de iodo (g I,/100 g) 203,96 + 0,05
Indice de saponificacio (mg KOH/g) 220,20 £ 0,03
Pardmetros de Cor

L' 76,19 0,37
a*! 18,61 +0,23
b*! 123,09 £0,21
Blue " 0,50 + 0,01
Red" 3,40 £ 0,01
Yellow " 70,00 + 0,01
Neutro ! 1,00 = 0,01

*Os resultados sdo expressos como média + desvio padrio (n=3).
"Determinacio da cor - método CIELAB.

"Determinagio da cor - método Lovibond.

O indice de peroxido do d6leo foi 5,25 mEqO./kg 6leo, sendo superior ao
reportado por Ixtaina et al. (2012; 2015) que obteve valores de 1,0 a 2,0 mEqO,/kg 6leo. O
indice de perdéxido nos Oleos vegetais determina os compostos que oxidam o iodeto de
potdssio a iodo, esses compostos, os peroxidos, sdo produtos primdrios da oxidagcdo dos
lipideos. A oxidacdo € um processo autocatalitico e se desenvolve em aceleracdo crescente,
pois fatores como temperatura, enzimas, luz e ions metdlicos podem influenciar na formacgao

de radicais livres nos 6leos. O radical livre em contato com oxigénio molecular forma um
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peréxido, que em reacdo com outra molécula lipidica oxidavel, retira hidrogénio dela
formando o hidroperdxido e outro radical livre (Choe & Min, 2006).

Os hidroper6xidos dao origem a dois radicais livres, capazes de atacar outras
moléculas e formar mais radicais livres, dando assim uma rea¢do em progressdo geométrica
(Adams, 1999). As moléculas formadas, contendo o radical livre, a0 se romperem, formam
produtos de peso molecular mais baixo (aldeidos, cetonas, ésteres, dlcoois e hidrocarbonetos
de cadeia curta), os quais sdo volateis e responsaveis pelos odores da rancificacdo (Choe &
Min, 2006).

Outro parametro importante para avaliar o 6leo € o indice de acidez, o qual estd
diretamente relacionado com a natureza, qualidade, processamento, grau de pureza, e
principalmente com a condi¢do de conservacao do 6leo (Rios et al., 2013). Portanto, o indice
de acidez determina a quantidade de dcidos graxos livres advindos dos processos de hidrdlise
dos triacilglicerdis, por isso um elevado indice de acidez indica que o 6leo estd sofrendo
quebras nas cadeias de triacilglicerois, liberando seus constituintes principais.

O indice de acidez determinado no 6leo de chia foi 0,26 g 4cido oléico/100 g 6leo,
o qual estd de acordo com os resultados reportados por outros estudos, que obtiveram valores
entre 0,13 a 1,47 g 4cido oléico/100 g Sleo de chia (Martinez et al., 2012; Ixtaina et al., 2015;
Bodoira et al., 2017).

O indice de acidez e o indice de perdxido sdo descritos como parametros de
referéncia para determinar a qualidade da conservagdo do 6leo, portanto os valores obtidos
neste estudo, estdo de acordo com o padrio de qualidade dos dleos vegetais, o qual determina
valor maximo de 3,30 g 4cido oléico/100 g e 20 mEqO,/kg, respectivamente (Codex
Alimentarius, 2001).

Além disso, o indice de iodo € um método analitico para avaliar a degradacao do
6leo, pois estd relacionado com a quantidade de duplas liga¢des presentes na amostra. Quanto
maior a insaturacdo dos dcidos graxos, maior serd sua capacidade de absor¢cdo de iodo, e
consequente, maior serd o indice de iodo (Moretto & Fett, 1998; Rios ef al., 2013). O indice
de iodo (203,96 g 1,/100g) foi menor do que os valores publicados em outros estudos,
enquanto o indice de saponificacdo (220,20 mg KOH/g) foi superior. O 6leo de chia
apresentou maior degradacdo em comparagdo com outros estudos. Ixtaina et al. (2011; 2012)
e Bodoira et al. (2017) reportaram o indice de iodo na faixa de 207,0 a 212,40 g [,/100 g e
Ixtaina et al. (2011) obteve a faixa de 192,99 a 193,5 mg KOH/g para indice de saponificagao.

Com relacdo a determinagdo da cor do 6leo foi aplicado duas metodologias com

objetivo de comparagdo com outros estudos, pois ndo existem padrdes de cor para 6leo de
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chia. As medidas de cor CIELAB foram para L*; a*; b* (76,19; 18,61; 123,09),
respectivamente. Ixtaina et al. (2011) reportaram para L*; a*; b* (42,85; -3,75; 25,90) para
Oleo de chia, sendo os valores muito inferiores aos obtidos nesse estudo. Os valores de cor
Lovibond do 6leo de chia foram 70,00Y/3,4R. O ¢6leo de linhaga apresentou coloracdo mais
aproximada com o 6leo de chia, pois Choo et al. (2007) relataram medidas de cor CIELAB
para L*; a*; b* (60,85; 7,63; 96,80) e Shim et al. (2015) citaram valores de cor Lovibond de
70,0Y/8,6R. A cor dos 6leos vegetais comestiveis estd associada diretamente com o contetido
de pigmentos presentes, tais como carotendides e clorofila, portanto observamos que o 6leo de
chia analisado apresentou maior contetdo desses pigmentos.

Os carotendides sdo tetraterpenos biosintetizados a partir de oito unidades de
isopreno, sendo divididos em duas classes principais, carotenos e xantofilas. Sao responsaveis
pela cor amarela, laranja ou avermelhada da maioria dos Oleos vegetais, contudo sua
concentracdo é baixa. Os principais carotendides encontrados nos 6leos vegetais sdo o -
caroteno, a-caroteno e licopeno, sendo o B-caroteno na sua grande maioria majoritario (Jorge,
2009). A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos de carotendides totais e TBA (4cido 2-
tiobarbitirico) em semente, farinha fibrosa e 6leo de chia.

O ¢6leo de chia (2,04 pg/g) apresentou significativamente maior contetido de
carotendides totais, comparado a semente (0,39 ng/g) e a farinha fibrosa (0,92 pg/g). Ndolo &
Beta (2013) relataram resultados similares aos da semente e farinha fibrosa para o conteido
de carotendides totais em cereais integrais, tais como trigo (0,81 pg/g), aveia (0,10 pg/g) e
cevada (0,49 ug/g). Martinéz et al. (2015) apresentaram maior valor para o conteddo de
carotendides totais no 6leo de chia (5,41 pg/g). Entretanto, estudos t€ém apresentado ampla
faixa de variac@o na composicao dos 6leos obtidos das sementes chia cultivadas em diferentes

condic¢des climéticas e localizacdo geografica (Ayerza & Coates, 2004).

Tabela 3. Teores de carotendides e malondialdeido da semente, farinha fibrosa e 6leo de chia.

Chia *
Componentes -
Semente Farinha Fibrosa Oleo
TBA (mg MDA/kg) 0,79 + 0,05° 0,76 +0,07° 0,40 + 0,03"
Carotendides totais (ug/g) 0,39 +0,01° 0,92 + 0,01b 2,04 £ 0,03*

* Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo (n=3).

* Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha representam diferenca estatistica significativa (p<0,05) pelo
teste de Tukey.
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Os d6leos e sementes oleaginosas podem sofrer o processo de oxidagdo primadria,
que leva a formacdo dos hidroper6xidos, os quais sdo compostos intermedidrios que se
decompde em varios produtos secundarios, tais como os aldeidos, cetonas, hidrocarbonetos de
cadeia curta, alc6ois e entre outros. Portanto, a determinagcdo dos produtos de oxidacdo
secunddria € mais apropriada, uma vez que os produtos secunddrios de oxidacdo sdo
responsaveis pelo odor de rango. Por isso, o indice de espécies reativas ao acido 2-
tiobarbitdrico € utilizado para avaliar a formagao de produtos secundarios da oxidagao lipidica
em alimentos. O método consiste na reacdo de duas moléculas de TBA (4cido 2-
tiobarbitdrico) com uma molécula de MA (malondialdeido), formando um complexo MA-
TBA de cor rosa com absor¢dao médxima em 530 a 535nm. O MA € um produto secundario da
oxidagdo dos 4cidos graxos poli-insaturados (Akoh & Min, 2008).

O ¢6leo de chia (0,40 mg MDA/kg) apresentou significativamente menor conteido
de malondialdeido, comparado a semente (0,79 mg MDA/kg) e a farinha fibrosa (0,76 mg
MDA/kg), entretando a semente e farinha ndo apresentaram diferenca significativa entre si.
Os valores de TBA das amostras de 6leo, semente e farinha corresponderam ao um baixo grau
de oxidacdo lipidica secundéria. Porém, conforme apresentado na Tabela 3 e Tabela S, o 6leo
de chia possui maior conteido de tocoferdis e carotendides que a semente e farinha fibrosa,
sendo que esses compostos sdo responsdveis em manter a estabilidade oxidativa do dleo, e

impedir o processo de oxidacao lipidica devido a sua ac¢do antioxidante.

3.2 Composicao dos acidos graxos

A semente de chia tem sido incorporada a alimentacdo por conter constituintes
importantes para saide e nutricdo humana, entre eles, o que apresenta maior destaque sao os
acidos graxos poli-insaturados (PUFA), principalmente os 4cidos graxos essenciais, que estao
presentes em elevadas concentragdes. Os PUFA desempenham um papel importante na
prevencdo e no tratamento de doengas cronicas, tais como hipertensdo, doenca arterial
coronaria, diabetes e cancer (Bodoira et al., 2007).

Os 4cidos graxos essenciais sao constituintes importantes de todas as membranas
celulares, pois alteram a fluidez da membrana, e assim determinam e influenciam o
comportamento das enzimas e receptores ligados a membrana. Portanto o consumo de acidos
graxos essenciais € fundamental para sobrevivéncia, pois nio sdo sintetizados pelo corpo
humano (Das, 2006). Os mamiferos ndo apresentam enzimas capazes de inserir dupla ligagao

nas posi¢des -6 e -3, respectivamente das cadeias hidrocarbonadas dos &cidos graxos
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(Souza & Visentainer, 2012). Os 4cidos graxos essenciais sdo o dcido linoléico (C18:2, -6) e
0 acido linolénico (C18:3, ®-3).

A Tabela 4 apresenta o perfil dos dcidos graxos do dleo, semente e farinha
fibrosa de chia. Os principais acidos graxos identificados nas amostras foram palmitico,
estedrico, oléico, linoléico e linolénico. Os 4cidos graxos essenciais, linoléico e linolénico,

foram os dcidos graxos majoritdrios.

Tabela 4. Perfil dos 4cidos graxos presentes na fracdo lipidica da chia.

] Chia *
Acidos graxos (g/100g) Semente Farinha Fibrosa Oleo
C12:0 - Laurico 0,00 0,039 +0,010 0,00
C14:0 - Miristico 0,053 +0,001° 0,067 + 0,004 0,056 +0,007°
C15:0 - Pentadecandico 0,036 + 0,003b 0,045 +0,001* 0,041 + 0,017b
C16:0 - Palmitico 7,551 + 0,005 8,568 + 0,003 6,815 +0,002°
C16:1 - Palmitoléico 0,073 % 0,003* 0,074 +0,003" 0,064 +0,001°
C17:0 - Margarico 0,053 +0,001° 0,082 + 0,010 0,055 + 0,006°
C17:1 - Margaroleico 0,027 +0,003" 0,036 + 0,001* 0,029 +0,002°
C18:0 - Estedrico 3,462 + 0,009 3,744 + 0,010 3,295 +0,006°
C18:1 - Oléico 7,632 0,011 8,721 0,023 6,844 +0,002°

C18:2 - Linoléico
C18:3 - Linolénico
C20:0 - Araquidico
C20:1 - Eicosendico
C22:0 - Behénico
C24:0 - Lignocérico
SFA total

MUFA total

PUFA total

Razdo (0-6/w-3)

20,291 +0,040°
60,130 +0,071°
0,311 +0,001°
0,142 +0,001°
0,127 +0,028°
0,106 +0,016"
11,701 0,010
7,874 £0,021°
80,424 +0,010°
0,337 +0,001°

22,348 +0,035"
55,326 £0,110°
0,366 + 0,006"
0,168 +0,005"
0,163 £0,031°
0,249 +0,021°
13,325 +0,012°
9,001 +0,018°
77,681 +£0,011°
0,404 +0,001°

19,080 + 0,005°
63,020 + 0,007°
0,318 +0,004°
0,141 +0,007°
0,123 +0,009"
0,115 +0,004°
10,821 +0,041¢
7,079 + 0,020
82,101 +0,021°
0,303 +0,001°

* Os resultados sdo expressos como média + desvio padrio (n=3).

* Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha representam diferenga estatistica significativa (p<0,05) pelo teste de
Tukey.
SFA = 4cidos graxos saturados; MUFA = 4cidos graxos moinsaturados; PUFA = dcidos graxos poli-insaturados.

O dleo apresentou significativamente maior perfil de PUFA (82,10 g/100 g) e
menor perfil de SFA (10,82 g/100 g) e MUFA (7,08 g/100 g). Os resultados do perfil de
acidos graxos obtidos do 6leo estdo de acordo com outros estudos (Ixtaina et al., 2011;

Marineli et al., 2014; Martinez et al., 2015; Bodoira et al., 2017), que relataram a faixa de
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valores de PUFA de 81,90 a 84,90 g/100 g, MUFA de 5,90 a 7,32 g/100 g e SFA de 9,80 a
11,20 g/100 g, sendo o 4cido linoléico de 18,23 a 20,30 g/100 g e acido linolénico de 61,80 a
64,50 g/100 g.

Comparando os acidos graxos do 6leo de chia com azeite de oliva extra-virgem
(Silva et al., 2010), o azeite apresenta baixo perfil de PUFA (7,20 g/100 g) e elevado perfil
de MUFA (77,80 g/100 g), tendo o &cido oléico (77,40 g/100 g) como 4cido graxo
majoritario. Portanto, o 6leo de chia é uma fonte importante de &acidos graxos poli-
insaturados e principalmente de 4cidos graxos essenciais.

A semente de chia apresentou o total de PUFA de 80,42 g/100 g, SFA de 11,70
2/100 g, MUFA de 7,87 g/100 g, acido linoléico de 20,29 g/100 g e 4cido linolénico de 60,13
g/100 g. Valores similares de 4cidos graxos em semente de chia foram relatados por Ciftci et
al. (2012) que obtiveram para PUFA de 80,40 g/100 g, 4cido linoléico de 20,37 g/100 g e
acido linolénico de 59,76 g/100 g. Do mesmo modo, comparando o perfil de dcidos graxos
da semente de chia com outras sementes oleagionosas (Ciftci et al., 2012) é possivel
observar que o conteido do 4cido linolénico € semelhante ao da semente de linhaca (58,20
g/100 g) e perilla (60,93 g/100 g). Porém o conteido de PUFA é em média 7,6 % maior na
semente de chia, pois a semente de linhaga e perilla apresentam 73,63 g/100 g e 75,85 g/100
g de PUFA, respectivamente.

Na farinha fibrosa, o total de 4cidos graxos foi de 77,68 g/100 g de PUFA, 13,32
g/100 g de SFA, 9,0 g/100 g de MUFA, 22,35 g/100g de 4cido linoléico e 55,33 g/100 g de
dcido linolénico. Apesar do baixo teor de lipidios na farinha (9,90 %), pequenas alteracdes
sdo observadas no perfil dos seus 4cidos graxos, apresentando reducdo de 3 % dos 4cidos
graxos poli-insaturados em comparagdao com a semente. Portanto, a farinha fibrosa apesar
de apresentar baixo teor de lipideos comparada a semente, o seu contetido lipidico possui

elevado teor de dcidos graxos poli-insaturados.

3.3 Composicao dos tocoferoéis

Os tocoferdis sdo antioxidantes naturais, sendo os dleos vegetais e sementes
oleaginosas uma das suas fontes principais. Tocoferdis ocorrem em uma variedade de
isomeros que diferem na estrutura, de acordo com o nimero e a localizagdo dos grupos
substituintes no anel cromanol, nomeados de a-, -, y- € d-tocoferol, os quais desempenham
funcdes importantes na reproducdo e em mecanismos antioxidantes de tecidos animais e
vegetais (Guinazi et al., 2009). A Tabela S apresenta a composicao dos tocoferdis na fracdo

lipidica da semente, farinha fibrosa e 6leo de chia.



67

Tabela 5. Composicao dos tocoferdis presentes na fracdo lipidica da chia.

Chia *
Tocoferéis (mg/kg) ”
Semente Farinha Fibrosa Oleo
a-tocoferol ND ND ND
B-tocoferol ND ND ND
y-tocoferol 110,74 + 0,07° 30,37 £ 0,01° 420,16 +0,38*
d-tocoferol 3,20 +0,01° 1,10 + 0,01°¢ 30,49 + 0,03*

* Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo (n=3). ND = ndo detectado.

* Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha representam diferenca estatistica significativa (p<0,05) pelo
teste de Tukey.

A semente, farinha fibrosa e 6leo apresentaram diferenca significativa no teor de
y-tocoferol e d-tocoferol, respectivamente. O a-tocoferol e B-tocoferol nao foram detectados
nas amostras. A farinha fibrosa apresentou baixo conteido de tocoferdis, sendo 30,37 mg/kg
farinha de y-tocoferol e 1,10 mg/kg farinha de 6-tocoferol, devido ao seu menor contetido
lipidico com relagdo a semente. A semente apresentou 110,74 mg/kg semente de y-tocoferol e
3,20 mg/kg semente de d-tocoferol.

O dleo de chia apresentou maior teor de y- tocoferol (420,16 mg/kg dleo) e 6-
tocoferol (30,49 mg/kg 6leo) em comparacdo com a semente e farinha. Os Oleos vegetais
comestiveis possuem altas concentracdes de tocoferdis, sendo que esse conteudo estd
diretamente relacionado com perfil lipofilico dessas vitaminas. O valor de y- tocoferol no éleo
de chia estd de acordo com Ixtaina et al. (2015; 2012; 2011) e Ciftci et al. (2012) que
reportaram a faixa de 415,0 a 463 mg/kg 6leo para y- tocoferol e 15 a 22 mg/kg 6leo para d-
tocoferol. Tuberoso et al. (2007) relataram maior teor de y- tocoferol para 6leo de linhaca
(575,0 mg/kg 6leo) e canola (527,30 mg/kg 6leo) e menor conteido para o azeite extra-

virgem (4,80 mg/kg 6leo) em comparacao ao 6leo de chia.

3.4 Composicao dos minerais

O ser humano necessita de pelo menos 22 elementos minerais para realizar as
atividades metabdlicas, os quais sdo fornecidos por uma dieta adequada. No entanto, estima-
se que mais de 60 % dos 6 bilhdes de pessoas do mundo sdo deficientes em ferro (Fe), e mais
de 30% sao deficientes em zinco (Zn), € 15 % sao deficientes em selénio (Se) (White &
Broadley, 2009). Além disso, as deficiéncias de célcio (Ca), magnésio (Mg) e cobre (Cu) sdao

comuns em muitos paises desenvolvidos e em desenvolvimento (White & Broadley, 2009).
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Atualmente, a deficiéncia mineral € atribuida a produgdo de cultivos em dreas com
baixa fito-disponibilidade mineral e/ou consumo alimentar com concentracdes minerais nao
satisfatorias, agravadas pela falta de consumo de produtos marinhos na dieta (Graham et al.,
2007; White & Broadley, 2009). Os teores de minerais em sementes oleaginosas também sao
afetados pela condi¢des do solo, variagdes climdticas durante o crescimento, uso de
fertilizantes e estigio de maturidade no momento da colheita. A Tabela 6 apresenta a

composi¢ao de minerais presentes na semente, farinha fibrosa e 6leo de chia.

Tabela 6. Composicdo dos minerais na semente e farinha fibrosa de chia.

Chia " RID™

Minerais (mg/kg)

Semente Farinha Fibrosa mg/dia
Cilcio 12.752,01 + 141,95 (0,89)° 14.480,60 + 110,93 (0,76)" 1000
Cobre 17,07 £0,59 (3,45)° 21,60 £0,24 (1,11)" 0,9
Ferro 84,34 +0,69 (0,81) 150,13 + 0,80 (0,53)* 8-18
Magnésio 3.771,03 £8,26 (0,21)° 4.956,15 £ 62,39 (1,25)" 320-420
Manganés 29,42 0,12 (0,40)° 44,60 + 0,24 (0,53)* 1,80-2,30
Potéssio 8.898,99 + 41,09 (0,46)" 10.349,50 + 58,29 (0,56)" 4700
Zinco 64,25 + 0,42 (0,65)" 96,76 + 0,39 (0,40)" 8-11

* Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo (% coeficiente de variacéo) de n=3.

* Média seguida de letras diferentes na mesma linha representam diferenca estatistica significativa (p<0,05) pelo
Teste 1.

*#* RID - Referéncia de Ingestao Didria (DRI, 1997; DRI, 2001; DRI, 2005).

A farinha fibrosa apresentou significativamente maior conteido de minerais em
comparacdo com a semente. Capitani et al. (2012) relataram valores inferiores na farinha
fibrosa para Ca (5615 mg/kg), Mg (4624 mg/kg), Fe (117,70 mg/kg), Zn (92,80 mg/kg) e Cu
(18,7 mg/kg) comparado aos resultados observados no presente estudo. O consumo de 100
g/dia de farinha fibrosa ou semente de chia fornecem a quantidade didria necessaria de
minerais para manutencao das atividade metabdlicas no corpo humano (Figura 6).

Em relacdo ao contetido mineral da semente de chia, Silva et al. (2017) obtiveram
valores similares de Fe (76,90 mg/kg) e Mn (24,80 mg/kg) e inferiores para Zn (37,60
mg/kg). Além disso, Bushway et al. (1981) relataram para semente de chia valores similares
para K (8900 mg/kg), Mg (4000 mg/kg), Cu (24,50 mg/kg) e Zn (74 mg/kg), entretando
inferior para Ca (8700 mg/kg ), e superior para Mn (58 mg/kg). As diferencas entre as
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sementes de chia podem ser atribuidas a localizacdo geografica, tipo de solo e as condicdes de

crescimento em que foram cultivadas (Silva et al., 2017).

3.5 Identificacao dos compostos fenélicos por HPLC-DAD-ESI-MS/MS

Estudos sobre a composi¢do quimica de produtos vegetais sdo sempre um desafio,
uma vez que grande nimero de diferentes familias de compostos podem estar presentes, em
diferentes concentragdes e formas, tais como na forma livre ou ligada a outras estruturas. A
caréncia de dados sobre a composi¢ao quimica dos produtos de chia € reconhecida e a medida
que o seu consumo aumenta, torna-se cada vez mais importante realizar estudos de
caracterizacdo para identificar os compostos bioativos presentes na mesma, bem como
estabelecer parametros de controle de qualidade para avaliar os produtos comercializados
(sementes, farinha fibrosa e 6leo) que estdo atualmente disponiveis para os consumidores.

O ensaio de Folin Ciocalteau tem sido amplamente realizado com a finalidade de
quantificacdo e comparagcdao do contetido fendlico total entre amostras, mas a informacao
obtida nesse ensaio ndo especifica as principais classes de compostos fendlicos presentes nas
amostras, sendo importante identificar os compostos fendlicos presentes nas mesmas e
correlaciond-los com a bioatividade e os possiveis efeitos na melhoria da sadde.

Diferentes métodos tém sido publicados para a identificacdo de compostos
fendlicos, porém o mais amplamente utilizado € a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) com detector de arranjo de diodos (DAD) acoplada a espectrometria de massas (MS),
o qual € um método eficiente, rapido e reprodutivel.

A evolugdo das metodologias de espectrometria de massas com maior
sensibilidade e capacidade de rastreio rdpido, utilizando espectrometria de massas em tandem
(MS") e equipamentos de massas exatas, contribuem para a identifica¢cdo de um nimero maior
de compostos em cromatogramas complexos, uma vez que ha falta de substincias de
referéncia para muitos compostos naturais. Outros detectores, como o detector eletroquimico
(ED), também sdo utilizados, pois sdo sensiveis, seletivos e podem elucidar compostos que
contribuem para as propriedades antioxidantes das amostras (Bravo et al., 2006; Dobes et al.,
2013).

Na tentativa de ajudar na identificacdo dos diferentes compostos fendlicos
presentes nas amostras, os extratos brutos foram submetidos a um processo de hidrélise 4cida.
O tratamento de hidrélise pode ser utilizado para diferentes fins, dependendo do passo em que
¢ aplicado. Se for utilizado durante o processo de extracdo, pode ajudar a elucidar a

quantidade de compostos fendlicos ligados a outras estruturas na parede celular, os quais ndao
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sdo facilmente extraidos. Em nosso estudo, o processo de hidrélise foi aplicado no extrato
preparado em uma tentativa de hidrolisar compostos ligados e identificar compostos
fendlicos conjugados. Os cromatogramas dos extratos brutos e hidrolisados da semente de
chia, farinha de fibra e 6leo sdo apresentados na Figura 1 e Figura 2, respectivamente.

Os cromatogramas obtidos dos extratos estudados foram complexos, mas as
condi¢des de HPLC utilizadas permitiram uma boa separagdao dos compostos sem qualquer
variagdo significativa entre as duplicatas das amostras. As condi¢des de MS foram otimizadas
e a andlise foi realizada no modo SCAN para detectar a razdo m/z correspondente ao ion
precursor [M—H]". Se as condicdes de ionizacdo forem adequadas, esta razdo m/z deve
corresponder ao pico mais intenso nos espectros de massa, contudo esta situacdo € dificil de
ocorrer para todos os compostos presentes, e alguma fragmentacdo na fonte de fons é
responsavel por uma diminui¢cdo no sinal correspondente ao fon precursor, dificultando o
estudo dos espectros MS.

A Tabela 7 apresenta a lista dos 31 compostos identificados através do LC-DAD-
ESI-MS/MS juntamente com o seu tempo de retengdo (tr), A maximo de absorcdo no UV, fon
precursor, ions produto MS/MS, tipo de matriz onde eles foram encontrados e as referéncias
para apoiar a identificacdo. Os compostos foram numerados por sua ordem de elui¢do, uma
vez que a maior parte deles, ndo foram encontrados em todas as amostras.

Nos extratos brutos de semente e farinha fibrosa foram identificados 14 4cidos
fenolicos, sendo 13 deles 4acidos hidroxicinAmicos e 1 hidroxibenzdico. Nos extratos
hidrolisados de semente e farinha fibrosa foram identificados 21 acidos fendlicos, sendo 19
hidroxicinadmicos, 1 hidroxibenzaldeido e 1 hidroxibenzdico.

No extrato bruto do 6leo de chia foram identificados 2 4cidos hidroxicinamicos e
1 terpeno e nos extratos hidrolisados foram identificados 3 &cidos hidroxicindmicos. Nos

extratos hidrolisados da semente, farinha fibrosa e 6leo identificou-se 1 alcool fendlico.



71

ExtChia_seed crude 5 2 Diode Array
¢ 350L BTAL 280
] 2
204 18
2 ]
< 4
1 763
10 £ T
1 454 @
UD i T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5.00 10.00 15.00 2000 25.00 3000 35.00 40.00 4500 50.00 55.00 60.00
Ext Chia_fiber flour crude 2 Diode Array
‘ 36318 3787 280
F 10
3.0
5 20 2
< ] 828
10
1 1231
OC T i T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
500 10.00 15.00 2000 25.00 3000 35.00 4000 4500 50,00 55.00 60.00
Ext Chia_oil crude Diode Array
« 816 B, 4577, 512630 260
10e-21 g2 B8
3298 4314 4457
2 1 3 3
5.08-3 43 183 g4 6338
1 3062
10 249
0.0 )
T T T T T T T T T T T T T e TiE
10.00 15.00 2000 25.00 3000 35.00 40.00 4500 50.00 54.00 60.00

Figura 1. Perfil cromatografico em 280 nm dos extratos brutos da semente, farinha fibrosa e 6leo de

chia.
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Figura 2. Perfil cromatogrifico em 280 nm dos extratos hidrolisados da semente, farinha fibrosa e

Oleo de chia.
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Tabela 7. Caracterizagdo dos compostos fendlicos por HPLC-DAD-ESI-MS/MS nos extratos da semente, farinha fibrosa e 6leo de chia.

Pico ty Amax  [M—H]"  HPLC-DAD-ESI-MS/MS Identificagdo Grupo de Extratos* Referéncias
(min) (nm) (m/z) [m/z] (% pico base) compostos
1 7,11 280 195 [195]: 97(100), 141(30) Hidroxitirosol Acetato Alcool Fendlico SH, FH, OH Bajoub et al., 2016 ; Tasioula-Margari &
Tsabolatidou, 2015.
2 7,85 191 [191]: 87(100),111(65), 85(32) Acido Quinico Acido Organico SC, FC Gomez-Romero et al., 2010; Spinola et
al., 2015.
3 10,21 191 [191]: 111(100), 87(60), 85(30), 173(10) Acido Citrico Acido Organico SH, FH,OH Gdmez-Romero et al., 2010; Spinola et
al., 2015.
4 10,68 191 [191]: 111(100),87(15), 173(15), 85(10) Acido Isocitrico Acido Orgéanico SC Gbémez-Romero et al., 2010.
5 21,98 283 333 [333]: 179(100),123(30),197(20),135(15),153(10)  Acido 9-Oxo-[(3,4- Acido SH, FH Liu et al., 2007°; Guo et al., 2015.
22,42 dihidroxifenil) metanoil]- Hidroxicinamico
3,4;dihidroxi-
benzenopropandico
6 2423 284 197  197]: 123(100),135(98),179(30) Danshensu Acido SC, FC,SH, Zengetal., 2006; Liu et al., 2007°;
Hidroxicinamico FH Nuengchamnong et al., 2011; Ruan et
al., 2012.
7 24,25 284 221 [221]: 163(100),119(30) Derivado do Acido p- Acido OH Hossain et al., 2010.
Cumadrico Hidroxicinamico
8 25,37 262 359 [359]: 197(100),182(80), 179(60), 153(40), Acido Siringico-glucosideo  Acido SC, FC Hossain et al., 2010; Abu-Reidah et al.,
135(30) Hidroxibenzdico 2013.
9 26,39 328 311 [311]: 179(100),135(40) Acido Caféico- Acido SC, FC,SH, Zeng et al., 2006; Rubié et al. 2012.
arabinosideo Hidroxicinamico FH
10 27,48 280 295  [295]: 105(100),101(42), 123 (15), 73(10), 197(10) Derivado do Danshensu Acido SC, FC,OC,  Zeng et al., 2006.
312 Hidroxicinamico SH, FH,OH



11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

28,59

29,06

29,09

29,92

30,04

30,62

32,61

33,58

34,26

35,60

279

280

276

320
326

328

321

288
326

319

286
315

321

137

211

339

153

325

179

325

521

717

505

[137]: 108(100), 136(60), 92(30), 109(10)

[211]: 123(100), 179 (15), 197(10), 135(10)

[339]: 179(100), 211(42), 123 (15), 135(10)

[153]: 109(100),108(50)

[325]: 193(100),134(48),149(25),178(15)

[179]: 135(100)

[325]: 163(100),119(30)

[521]: 359(100),323(45),161(30), 197(10), 179(5)

[717]: 519(100),475(48),339(25),537(20),
365(15),321(10)

[505]: 323(100),343(38),161(35),179(15),181(10),
135(5)

Protocatecuico Aldeido

Danshensu Metil Ester

Derivado do Acido Caféico

Acido Protocatecuico

Acido Ferulico-
arabinosideo

Acido Caféico

Acido p-Coumdrico-
glucosideo

Acido Rosmarinico-
glucosideo

Acido Salviandlico E

Danshensu-ramnosideo-
glucosideo

Acido

Hidroxibenzaldeido

Acido
Hidroxicinamico
Acido
Hidroxicinamico
Acido
Hidroxibenzdico

Acido
Hidroxicinamico
Acido
Hidroxicinamico

Acido
Hidroxicinamico
Acido
Hidroxicinamico
Acido
Hidroxicinamico

Acido
Hidroxicinamico

SH, FH

SH, FH

SC, FC

SH, FH

SC, FC, SH,
FH

SC, FC, SH,
FH

SH, FH

SC, FC, SH,
FH

SC, FC, SH,

FH

SC, FC, SH,
FH
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Zeng et al., 2006; Liu et al., 2007".

Zeng et al., 2006; Chen et al., 2011.
Cvetkovikj et al, 2013.

Zeng et al., 2006; Liu et al., 2007";
Hossain et al., 2010; Chen et al., 2011;
Zhang et al. 2014.

Rubid et al., 2012.

Zeng et al., 2006; Liuetal., 2007b;
Hossain et al., 2010; Chen et al., 2011;
Nuengchamnong et al., 2011; Ruan et
al., 2012; Guan et al., 2014; Zhang et al.
2014.

Hossain et al., 2010; Rubio et al., 2012.
Guan et al., 2014; Borras-Linares et al.,
2014.

Zeng et al., 2006; Liu et al., 2007b; Zhu
et al. 2007; Ruan et al., 2012; Zhang et

al. 2014.

Zeng et al., 2006.



21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

36,78

37,97

39,49

39,53

40,17

42,28

43,62

45,53

45,92

51,21

61,48

231
328

284
320

285
325

284
315

284
328

232
284

311

282
326

284
326

304

284

359

535

193

343

373

373

505

357

387

353

329

[359]: 161(100),197(28),179(12),73(5),135(2)

[535]: 373(100),179(10)

[193]: 134(100),161(30),178(10), 149(10)

[343]:135(100),161(80),145(75),197(70),179(45),
123(25)

[373]: 197(100),135(65), 175(50),
179(20),161(15),123(10)

[373]: 179(100),135(25),161(10)

[505]: 311(100),293(75),267(30)

[357]: 179(100),161(75),135(30)

[387]: 193(100),134(30),149(20)

[353]: 353 (100), 191(20)

[329]: 285(100)

Acido Rosmarinico

Acido Metil Rosmarinico-
glucosideo

Acido Fertlico

Danshensu-ramnosideo

Danshensu-glucuronideo

Acido Metil Rosmarinico

Metil Salviandlico C

Derivado do Acido Caféico

Acido Ferulico Truxilico

Acido Cafeoilquinico

Carnosol

Acido
Hidroxicinamico

Acido
Hidroxicinamico
Acido
Hidroxicinamico
Acido
Hidroxicinamico
Acido
Hidroxicinamico
Acido
Hidroxicinamico
Acido
Hidroxicinamico
Acido
Hidroxicinamico
Acido
Hidroxicinamico
Acido
Hidroxicinamico

SC, FC, SH,
FH

SH, FH

SH, FH

SC, FC

SC, FC

SH, FH

SH, FH

SH, FH

SH, FH

SC, FC,0C,
SH, FH,OH

Diterpeno Fendlico OC

74

Zeng et al., 2006; Liu et al., 2007°;
Hossain et al., 2010; Chen et al., 2011;
Nuengchamnong et al., 2011; Ruan et
al.,2012; Cvetkovikj et al., 2013; Guan et
al., 2014; Zhang et al. 2014.

Zeng et al., 2006; Lecomte et al., 2010;
Chenetal., 2011.

Sanchez-Rabaneda et al., 2003; Rubid et
al., 2012; Becerra-Herrera et al., 2014.

Zeng et al., 2006; Liu et al., 2007".

Zeng et al., 2006; Liu et al., 2007".

Zeng et al., 2006; Lecomte et al., 2010;
Chenetal., 2011.

Zeng et al., 2006; Zhu et al., 2007.
Cvetkovikj et al., 2013.
Chandrasekara & Shahidi, 2011.
Ruan et al. 2012.

Hossain et al., 2010; Cvetkovikj et al.,
2013; Kontogianni et al., 2013; Borras-
Linares et al., 2014.

* SC= extrato bruto semente, FC= extrato bruto farinha fibrosa, OC= extrato bruto 6leo, SH= extrato hidrolisado semente, FH= extrato hidrolisado farinha fibrosa, OH= extrato hidrolisado 6leo.
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3.5.1. Alcool fenélico

O composto 1 (tg=7,11 min) com [M—H] {on precursor de razdo m/z 195 foi
identificado como hidroxitirosol acetato, apresentando fons fragmento com razdo m/z
97 e 141 (Tasioula-Margari & Tsabolatidou 2015; Bajoub et al., 2016). O hidroxitirosol
acetato tem sido reportado principalmente em azeite (Tsimidou et al., 2014; Ballus et

al., 2015) sendo um importante antioxidante.

3.5.2. Acidos organicos

Nos tempos de retencdo (tg) do inicio dos cromatogramas dos extratos
metanodlicos foram detectados compostos polares, tais como os dcidos organicos. Os
compostos 2 (tg=7,85 min), 3 (tg=10,21 min) e 4 (tg=10,68 min) com [M-H] ion
precursor m/z 191 foram identificados como 4acido quinico, &cido citrico, dcido
isocitrico, respectivamente, de acordo com seus ions fragmento (Gomez-Romero et al.,
2010; Spinola et al., 2015). Spinola et al. (2015) reportaram a presenca do 4cido
quinico e dcido citrico em sucos de morangos, limao e cheriméia. Borrds Linares et al.

(2011; 2014) identificaram acido quinico em plantas da familia Lamiaceae.

3.5.3. Acidos hidroxicinimicos

Na Figura 3 sdo apresentados as estruturas quimicas dos principais dcidos
hidroxicinamicos identificados nas amostras de chia. O 4cido caféico desempenha um
importante papel, sendo a principal molécula a partir da qual se obtém diferentes
derivados, bem como o danshensu, o qual € um composto mondmero, pois € a forma
hidratada do acido caféico (Liu et al., 2007?; Liu et al., 2007b).

O 4cido rosmarinico é um dimero derivado do dcido caféico, pois
corresponde a uma unidade de 4cido caféico e uma unidade de danshensu ligados via
ligacdo éster (Nuengchamnong et al., 2011). O &4cido salviandlico C é um trimero, pois
contém trés anéis fenil em sua estrutura quimica e seu espectro de MS apresenta
caracteristica de fragmentacdo de danshensu (m/z 293: M—H-198) e 4cido caféico (m/z
311: M-H-180), conforme reportado por Zeng et al. (2006) e Liu et al. (2007b). 0]
acido salviandlico E é um tetramero, pois contém quatro grupamento fenil em sua

estrutura quimica (Zeng et al., 2006; Liu et al., 2007b).
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Figura 3. (A) acido caféico, (B) danshensu, (C) dcido rosmarinico, (D) 4cido salviandlico C,

(E) acido salviandlico E.

O composto 16 (tg = 30,62 min) foi identificado como sendo o &cido
caféico, pois apresenta ion precursor [M—H] m/z 179 (Figura 4) e ion produto m/z 135
devido a perda de uma molécula de CO; (-44), [M—H-CO,] (Zeng et al., 2006; Chen et
al., 2011; Nuengchamnong et al., Guan et al., 2014). O 4cido caféico tem sido relatado
na familia Lamiaceae, em espécies como Salvia miltiorrhiza, Rosmarinus officinalis,
Origanum vulgare, Ocimum basilicum, Thymus vulgaris (Liu et al., 2007b; Hossain et
al., 2010; Ruan et al., 2012) e a sua presenga também foi relatada na semente de chia
(Reyes-Caudillo et al., 2008; Capitani et al., 2012; Martinez-Cruz & Paredes-Lopez,
2014). Entre os beneficios para a saide do consumo do &dcido caféico, estdo descritos o

efeito hipoglicemiante (Chang et al., 2015), efeito antipruritico (Pradhananga et al.,
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2015), atividade anticancerigena (Nasr Bouzaiene et al., 2015) e atividade

hepatoprotetora (Yang et al., 2013).
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Figura 4. Espectro MS do 4cido caféico.

Os derivados do dcido caféico também foram encontrados nos extratos
analisados. O dcido caféico-arabinosideo (tg = 26,39 min) com fon precursor [M—-H]
m/z 311 (composto 9) apresentou ion produto m/z 179, correspondente a perda de um
residuo arabinosideo (132 Da), conforme reportado por Zeng et al. (2006) e Rubid et al.
(2012). O composto 13 (tg = 29,09 min) e o composto 28 (tg = 45,53 min) apresentaram
ion precursor [M—H]", m/z 339 e m/z 357, respectivamente, e ion produto m/z 179,
sugerindo que os mesmos sdo derivados do 4cido caféico, de acordo com Cvetkovikj et
al. (2013).

A identificacdo do danshensu (tg = 24,23 min, composto 6) com ion
precursor [M-H] m/z 197 (Figura 5) foi obtida por compara¢do dos principais fons
produto formado na fragmentacdo durante os experimentos MS” (m/z 123, 135 e 179),
como descritos na literatura por Zeng et al. (2006). Danshensu € um polifenol simples
(4cido 3-(3,4-dihidroxifenil) lactico) correspondendo a forma hidratada do 4cido caféico
(Liu et al., 2007°, 2007b). De acordo com a Figura S, observa-se a perda de uma
molécula de H,O (-18), [M-H-H,0] (m/z 179), e a perda de uma molécula de CO, (-
44), [M—H-CO;]" (m/z 135). Este composto tem sido relatado em plantas da familia
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Lamiaceae (Liu et al., 2007b, Chen et al., 2011; Nuengchamnong et al., 2011; Ruan et
al., 2012). Estudos tém demonstrado que o danshensu apresenta potente atividade

antioxidante contra os danos peroxidativos da biomembrana e efeitos cardioprotetores

(Zhao et al., 2008; Tang et al., 2011).
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Figura 5. Espectro MS do danshensu.

Nos extratos, os derivados de danshensu foram detectados em diferentes
tempos de retencdo, apresentando um padrdo de fragmentacdo caracteristico deste
composto, com fons produto m/z 123, 135 e 179. O danshensu metil éster (tg = 29,06
min) com fon precursor [M—H] m/z 211 (composto 12) foi identificado em Salvia
miltiorrhiza por Zen et al. (2006) e Chen et al. (2011), e o espectro MS? demonstra
o ion produto m/z 197 [M—CHj3] . O danshensu-ramnosideo (tg = 39,53 min) apresentou
ion precursor [M-H] m/z 343 (composto 24) com fon produto m/z 197, correspondendo
a perda de um residuo ramnosideo (146 Da). O composto 25 (tg = 40,17 min) com fon
precursor [M—H] m/z 373 perdeu um residuo glucuronideo (176 Da) produzindo o ion
produto m/z 197. O composto 10 (tg=27,48 min) com ion precursor [M—H] m/z 295 foi
identificado como derivado do danshensu (Zeng et al., 2006).

O composto 20 (tg = 35,60 min), com fon precursor [M—H]" m/z 505,
apresentou no espectro MS” dois principais fons produtos, m/z 343 e m/z 197,

correspondendo respectivamente a perda de um residuo de glucosideo (162 Da), seguido
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pela perda de um residuo de ramnosideo (146 Da), portanto sendo identificado como
danshensu-ramnosideo-glucosideo (Zeng et al., 2006).

O composto 5 (tg = 21,98min - 22,42 min) com fon precursor [M—H] m/z
333 foi identificado como acido (9-oxo-[(3,4 dihidroxifenil) metanoil]-3,4,dihidroxi
benzenopropandico), o seu espectro MS? apresentou como pico base o fon m/z 179 e
ions fragmento m/z 123, 197, 135 e 153 (Liu et al., 2007b). De acordo com Guo et al.
(2015), esse composto foi relatado em Salvia miltiorrhiza, e esses ions fragmento
correspondem a perda de um acido protocatecuico (m/z 153) e um danshensu (m/z 197),
confirmando que este composto apresenta o danshensu como unidade estrutural.

O 4cido rosmarinico (tg = 36,78 min) com ion precursor [M—-H] m/z 359
(composto 21) originou fons fragmento m/z 197, m/z 179 [M-H-180], m/z 161
[M—-H-198] e m/z 135 (Figura 6). A fragmentacdo m/z 179 confirmou a presenca de
acido caféico e m/z 197 indica o derivado 2-hidroxi do acido hidrocaféico (danshensu),

conforme reportado por Nuengchamnong et al. (2011).
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Figura 6. Espectro MS do 4cido rosmarinico.

O 4cido rosmarinico foi detectado e quantificado como composto
majoritdrio em sementes de chia (Martinez-Cruz & Paredes-Lopez, 2014) e em

diferentes espécies de Salvia (Salvia albicaulis, Salvia runcinata, Salvia muirii, Salvia
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miltiorrhizae, Salvia officinalis, Salvia fruticosa, Salvia pomifera), conforme relatado
por Zeng et al. (2006), Liu et al. (2007b), Kamatou et al. (2008), Hossain et al. (2010),
Chen et al. (2011) e Cvetkovikjet et al. (2013).

Guan et al. (2014) identificaram o dcido rosmarinico como principal
componente em sementes de perilla (Perilla frutescens L., familia Lamiaceae). O acido
rosmarinico tem diversas func¢des imunorreguladoras, incluindo a atividade
antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatdria, antidiabética (Jayanthy & Subramanian,
2014; Boonyarikpunchai et al., 2014), e efeito protetor da memdria (Fonteles et al.,
2016).

O 4cido rosmarinico-glucosideo (tg=33,58 min, composto 18) com ion
precursor [M—H] m/z 521 (Figura 7) foi detectado nos extratos e caracterizado pelo
fon produto m/z 359 como resultado da perda de um residuo glucosideo (162 Da), de
acordo com Borras-Linares et al. (2014) e Guan et al. (2014). Guan et al. (2014)
relataram que o d4cido rosmarinico-glucosideo é o segundo principal composto

identificado em sementes de perilla (Perilla frutescens L., familia Lamiaceae).
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Figura 7. Espectro MS do acido rosmarinico-glucosideo.

O 4cido metil rosmarinico (tg = 42,28 min - composto 26) foi identificado
com fon precursor [M—H] m/z 373 e seus ions fragmento m/z 179, 135 e 161 (Zeng et
al., 2006; Lecomte et al., 2010; Chen et al., 2011). Estudos t€ém relatado sua presenca

em Salvia miltiorrhiza (Zeng et al., 2006; Chen et al., 2011). Além disso, o 4cido metil
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rosmarinico-glucosideo (tg=37,97 min - composto 22) foi determinado com {on
precursor [M—H] m/z 535, pois seu espectro MS? apresentou caracteristicas da perda
de um residuo glucosideo (162 Da), gerando o fon m/z 373 como pico base e {ion
produto m/z 179 (Zeng et al., 2006; Lecomte et al., 2010; Chen et al., 2011).

O composto 19 (tg = 34,26 min) com ion [M—H] m/z 717 apresentou o ion
produto m/z 519 [M-H-198] correspondendo a perda de danshensu, bem como o ion
produto m/z 339 [M-H-198-180] que representa a perda do 4cido caféico, e o ion
produto m/z 475 [M-H-198-44]". O composto 19 é um produto da condensagdo de
duas moléculas de 4cido rosmarinico por uma ciclizacao oxidativa (Nuengchamnong et
al., 2011). Diferentes compostos, como o &cido salviandlico E, B, L ou écido
isosalviandlico B t€ém o mesmo peso molecular, mas diferem no seu tempo de eluicdo,
assim comparando o tempo de reten¢do e o padrao de fragmentacdo com os dados
reportados por Liu et al. (2007°) e Zhang et al. (2014), este composto foi identificado

como acido salviandlico E (Figura 8).
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Figura 8. Espectro MS do 4cido salvianélico E.

O composto 27 (tg = 43,62 min) exibiu ion precursor [M—H] m/z 505 com
ions fragmento m/z 311, 293 e 267 sendo identificado como dcido metil salviandlico C
(Zeng et al., 2006; Zhu et al., 2007). Li et al. (2015) relataram efeito protetor renal e
atividade anti-inflamatéria do 4cido salviondlico C. Jiang et al. (2008) relataram efeito

cardioprotetor através do bloqueio do estresse oxidativo pela acdo do 4cido salviandlico.
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O 4cido férulico (tg= 39,49 min) apresentou ion precursor [M—H] m/z 193
(composto 23) e fons fragmento m/z 134, 161, 178 e 149 (Sanchez-Rabaneda et al.,
2003; Rubié et al., 2012; Becerra-Herrera et al., 2014), sendo que o pico base m/z 134
representa a perda (-59) [M-H-CO,-CHs]” e m/z 161 relata a perda (-32)
[M-H—-CH3;0H]", conforme Figura 9 (Liu et al., 2007b).

O 4cido fertlico tem sido identificado em sementes de chia (Martinez-Cruz
& Paredes-Lopez, 2014), em espécies de Salvia (Liu et al., 2007%, Ruan et al., 2012,
Rubi6 et al., 2012), sendo também predominante em cereais (Wang et al., 2014). O
acido ferulico tem apresentado em alguns estudos, atividade anticancerigena (Fahrioglu
et al., 2016), efeito anti-inflamatério (Doss et al., 2016) e atividade antitrombdtica

(Hong et al., 2016).
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Figura 9. Espectro MS do 4cido ferulico.

O composto com ion precursor [M—-H] m/z 325 (composto 15) foi
identificado como &cido ferulico-arabinosideo (tg = 30,04 min), pois o seu espectro MS?
apresentou a perda de um residuo de arabinosideo (132 Da), gerando ion aglicona m/z
193 como pico base, e fons fragmento m/z 134, 149 e 178, caracteristicos do 4cido
ferilico (Sanchez-Rabaneda et al., 2003, Becerra-Herrera et al., 2014).

O composto 29 (tg = 45,92 min) com ion precursor [M—H]" m/z 387 e ions

produto m/z 193, 134 e 149 foi identificado como 4cido fertlico truxilico, conforme
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reportado por Chandrasekara & Shahidi (2011), correspondendo a perda de um &cido

ferilico [M—H—-194], conforme apresentado na Figura 10.
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Figura 10. Espectro MS do écido fertlico truxilico.

No extrato bruto e hidrolisado da semente, farinha fibrosa e 6leo de chia, foi
detectado o composto 30 (tg = 51,21 min), que apresentou ion precursor [M—-H]" m/z
353 e fon produto m/z 191, sendo identificado como 4cido cafeoilquinico, de acordo
com Ruan et al. (2012).

Nos extratos hidrolisados de 6leo de chia, o composto 7 (tr = 24,25 min),
com fon precursor [M—H] m/z 221, e ion produto m/z 119 e pico base m/z 163, foi
identificado como derivado do 4cido p-cumarico (Hossain ef al., 2010). O &cido p-
cumadrico-glucosideo (tg = 32,61 min) foi detectado, exibindo fon precursor [M—H]
m/z 325 (composto 17) e ions produto caracteristicos m/z 163 e m/z 119, apresentando
perda de um residuo glucosideo (162 Da), tendo o m/z 163 como pico base (Hossain et

al., 2010, Rubié et al., 2012).

3.5.4. Acido hidroxibenzéico e hidroxibenzaldeido

O composto 8 (tg = 25,37 min) foi identificado como o acido siringico-
glucosideo, com ion precursor [M—H] m/z 359 e ion produto m/z 197, correspondente
a perda de um residuo glucosideo (162 Da), conforme identificado por Parejo et al.

(2004) e Abu-Reidah er al. (2013).
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O 4cido protocatecuico (tg = 29,92 min) foi identificado com fon precursor
[M-H] m/z 153 (composto 14) e fons produto m/z 108 e m/z 109, tendo o pico base
m/z 109 (Zeng et al., 2006; Chen et al. , 2011). O &4cido protocatecuico tem sido
reportado em espécies de Salvia (Liu et al., 2007b, Chen et al., 2011; Zhang et al., 2014)
e também como um importante dcido fendlico presente no arroz, sorgo, milho, centeio,
cevada, aveia e milho (Wang et al., 2014). Nas sementes de chia, o dcido protocatecuico
foi quantificado como o segundo composto majoritirio por Martinez-Cruz & Paredes-
Lopez (2014). O 4cido protocatecuico tem sido relatado por sua agdo potencial como
antioxidante, atividade antibacteriana, anticancerigeno, acdo anti-inflamatoria, efeito
hepatoprotetor e cardioprotetor (Kakkar & Bais, 2014). O protocatecuico aldeido (tg =
28,59 min - composto 11) apresentou ion precursor [M—H] m/z 137 e fons produto m/z

108, 136, 92, 109 (Zeng et al., 2006; Liu et al., 2007").

3.5.5. Terpeno

No extrato bruto do 6leo de chia, o composto 31 (tg = 61,48 min) apresentou
ion precursor [M—H]" m/z 329 e ion produto m/z 285 sendo identificado como carnosol,
um diterpeno fendlico (Hossain et al., 2010; Cvetkovikj et al., 2013). O terpeno
carnosol tem sido reportado como um agente promissor anticancerigeno e anti-

inflamatério (Johnson, 2011, Zhang et al., 2012).

3.6 Atividade antioxidante e eletroquimica

O ensaio de determinacdo do conteido fendlico total foi realizado com o
reagente Folin Ciocalteau, o qual é atualmente utilizado para comparar a composicao
fendlica de diferentes amostras, sendo que os resultados obtidos sdo geralmente
correlacionados com dados de ensaios de atividade antioxidante.

A atividade antioxidante pode ser determinada por uma variedade de
ensaios com diferentes mecanismos, incluindo a transferéncia de d4tomos de hidrogénio
(HAT), transferéncia de elétrons (ET), poder de reducdo de metais e quelacdo de metais.
O ensaio FRAP ¢é um método que mede o poder de redugao de metais, ou seja, mede a
habilidade de antioxidantes em reduzir o complexo fon férrico (Fe’*) ao complexo
ferroso (Fez+) de coloracao azul intensa em meio acido (Shahidi & Zhong, 2015).

O ensaio ORAC é um método baseado na transferéncia de dtomos de

hidrogénio, e mede a habilidade de um antioxidante contra o radical peroxil, onde o



85

antioxidante e um marcador fluorescente (fluoresceina) competem cineticamente por
radicais peroxil, gerados através da decomposi¢cdo de compostos nitrogenados, tais
como AAPH (2,2’-azobis-(2-metilpropionamidina)-dihidroclorado) a 37 °C (Ou et al.,
2013). O ORAC € um importante ensaio in vitro para avaliar a atividade antioxidante,
pois o mesmo utiliza um radical livre biologicamente relevante (radical peroxil) e
prevalente na biologia humana. O ensaio ORAC considera tanto o tempo quanto o grau
de inibi¢cdo da liberacdo da agdo do radical livre causada pelos antioxidantes (Ou et al.,
2013, Prior, 2015).

Os resultados obtidos para o conteido fendlico total (TPC) e a atividade
antioxidante medida pelos ensaios ORAC e FRAP nos extratos da semente, farinha

fibrosa e 6leo de chia sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Conteudo fendlico total e atividade antioxidante dos extratos metandlicos da semente,

farinha fibrosa e 6leo de chia.

Amostras Extrato bruto* Extrato hidrolisado*

TPC — Contetido Fenélico Total (mg GAE/g)

Semente 1,16 +0,01° 2,23 +0,02**
Farinha fibrosa 1,11 +0,02% 2,15 £0,01**
Oleo 0,02 +0,01°8 0,07 +0,01*®

ORAC - Capacidade de Redug@o do Radical Oxigénio (umol Trolox equiv/g)

Semente 131,46 +4,49°* 143,61 +3,93%
Farinha fibrosa 121,32 +7,08* 142,92 + 8,87
Oleo 6,72 +0,59" 10,93 +1,04%8

FRAP — Poder Antioxidante de Reducdo do Ferro (umol Trolox equiv/g)

Semente 74,08 +5,.81° 85,42 + 3,89
Farinha fibrosa 69,07 +3,23% 80,27 + 7,00
Oleo 0,26 +0,01°® 0,77 +0,07°8

* Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo (n=3).

* Médias seguidas de letras diferentes (letras minisculas) na mesma linha representam diferenga estatistica
significativa (p<0,05) pelo Teste t.

* Médias seguidas de letras diferentes (letras maidsculas) na mesma coluna representam diferenca estatistica
significativa (p<0,05) pelo teste de Tukey.

O valor médio de TPC do extrato bruto da semente esta de acordo com 0s

dados ja reportados na literatura por Reyes-Caudillo ez al. (2008), Marineli et al. (2014),
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Martinez-Cruz & Paredes-Lopez (2014), que descrevem valores entre 0,66 mg GAE/g
e 1,63 mg GAE/g. As sementes de chia geralmente sdo consumidas em conjunto com
cereais na dieta humana, por isso € interessante comparar os resultados obtidos neste
estudo com os contetdos de compostos fendlicos relatados para alguns cereais.

Os TPC dos extratos de semente e farinha fibrosa de chia foram similares,
porém os extratos do dleo, os seus valores médios de TPC foram extremamente baixos.
O perfil cromatografico obtidos a 280 nm (Figura 1) confirma que a composi¢do
quimica de ambos extratos, semente e farinha fibrosa, sdo similares. Para o extrato do
6leo, alguns compostos comuns foram detetectados, mas conforme a caracteristica da
amostra, sdo mais dominantes no cromatograma os compostos lipofilicos, os quais
eluem no maior tempo de reten¢do (35-60 min).

A semente de chia possui valor superior de TPC em comparagdo com alguns
cereais, tais como cevada (Hordeum vulgare — 0,37mg GAE/g), aveia (Avena sativa —
0,39mg GAE/g), arroz (Oryza sativa — 0,24mg GAE/g) e milho (Zea mays — 0,15mg
GAE/g) (Irakli et al., 2012).

O extrato bruto da semente apresentou uma atividade antioxidante menor do
que reportado por Marineli et al. (2014), que determinaram pelo ensaio ORAC o valor
de 514,30 umol TE/g e para FRAP o valor de 405,71 umol TE/g. As diferencas obtidas
sdo certamente devido as caracteristicas das amostras, especialmente porque existem
muitos fatores que podem causar essas variacoes, tais como regido de cultivo da planta e
condig¢des climéticas. Os compostos fendlicos sao em geral substancias de defesa, sendo
que a sua quantidade nas plantas e sementes podem variar em resposta aos efeitos
adversos do meio ambiente, condi¢des climédticas e disponibilidade de nutrientes no solo
(Porras-Loaiza et al., 2014).

Reyes-Caudillo et al. (2008) relataram que a hidrélise dcida ndo aumentou o
TPC em relacdo ao extrato bruto das sementes de chia, quando o procedimento de
hidrdlise foi aplicado durante o processo de extragdao, porém os fatores climaticos, tipo
de solo e regido de cultivo podem explicar essas variagdes. Além disso, o procedimento
de hidrélise dcida utilizado € semelhante ao método realizado para hidrolisar
polissacarideos na andlise quimica de carboidratos em frutas e cereais, a qual permite
romper as ligacOes glicosidicas e liberar fendis ligados.

Os TPC dos extratos (Tabela 7) mostram que existem diferencas entre
amostras brutas e hidrolisadas, que podem ser explicadas por diferencas na composi¢ao

quimica observada no perfil cromatografico (Figura 1 e Figura 2). Ambos os perfis,
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extrato bruto e hidrolisado, sdo amostras complexas, pois um elevado ndmero de
compostos foi detectado em diferentes concentracdes. Observa-se no perfil
cromatografico a prevaléncia de compostos menos hidrofilicos nas amostras
hidrolisadas devido a perda de acticar em condicdes dcidas.

Considerando a érea total dos picos, cerca de 65 % da area total detectada a
280 nm corresponde aos compostos 18 (4cido rosmarinico glicosideo) e 21 (4cido
rosmarinico) nos extratos brutos de semente e farinha fibrosa. Apds hidrdlise, a
concentracdo destes compostos diminui para 15 % da area total do cromatograma, e 0s
picos 5 e 6, que correspondem ao dcido 9-oxo-[(3,4-dihidroxifenil) metanoil]-3,4-
dihidroxibenzenopropanodico e danshensu, sdo cerca de 55 % da érea total do pico
(Figura 2). O extrato hidrolisado também apresentou um aumento no teor do 4cido
metil rosmarinico, mas isto pode ter ocorrido devido a uma reagdo de metilagdo, uma
vez que o extrato é rico em metanol. Embora estas diferencas tenham sido observadas
na composi¢do, os resultados da atividade antioxidante (Tabela 7) mostram que para os
extratos hidrolisados o valor € superior significativametne ao dos extratos brutos. A
atividade antioxidante dos dcidos fendlicos depende do nimero de grupos hidroxilas na
molécula, o qual pode ser reforcado pelo impedimento estérico (Rice-Evans et al., 1996;
Dobes et al., 2013).

A discussdo desses resultados pode ser complementada com a informacao
obtida a partir do detector eletroquimico. Este tipo de detector € muito sensivel e pode
fornecer algumas informacdes sobre os compostos com propriedades eletroquimicas
(Dobes et al., 2013). A deteccdo eletroquimica (DE) avalia o poder redutor total dos
compostos antioxidantes presentes nas amostras, sem o uso de espécies reativas,
portanto pode ser considerado como um teste direto da capacidade antioxidante total,
uma vez que se baseia apenas nas propriedades fisico-quimicas dos compostos
antioxidantes (Blasco et al., 2007). Além disso, o comportamento eletroquimico dos
compostos fendlicos depende de suas caracteristicas estruturais (Cosio et al., 2006).

O perfil cromatografico apresentado na Figura 11 mostra os compostos
eletroquimicamente ativos detectados nas amostras, tais como o &cido caféico,
danshensu, acido rosmarinico e acido feralico, entre outros. O acido férulico e o acetato
de hidroxitirosol foram detectados apenas no extratos hidrolisados da semente e farinha
de chia, e podem ser responsaveis pelo aumento da atividade antioxidante determinada
nos mesmos. O detector eletroquimico acoplado com HPLC permite avaliar o poder

antioxidante de compostos especificos. Cosio et al. (2006) estudaram a atividade
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eletroquimica do acido caféico, acido rosmarinico e 4cido feridlico, com o objetivo de
determinar a atividade antioxidante em extratos de ervas da familia Lamiaceae, €
obtiveram maior poder antioxidante no alecrim e sdlvia devido ao alto teor de 4cido

rosmarinico e seus derivados.
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Figura 11. Perfil dos extratos da semente, farinha fibrosa e 6leo de chia obtidos por

HPLC-DAD-ED.

Muitos estudos t€ém investigado as propriedades antioxidantes e efeitos
bioldgicos dos 4cidos fendlicos, mas estudos de biodisponibilidade sdo necessarios para
compreender o impacto real desses compostos na satide humana. Sabe-se que os dcidos
fendlicos sdo os principais compostos fendlicos consumidos, com uma ingestdo média
de 200 mg/dia, dependendo dos hébitos alimentares (Clifford & Scalbert, 2000; Heleno
et al., 2015). Apos a ingestao, o dcido fendlico livre e o dcido fendlico conjugado sao
rapidamente absorvidos no estdmago e no intestino delgado, ficando assim prontamente
disponiveis para serem metabolizados no corpo humano como glucuronideo, derivados
metilados e sulfatados (Heleno et al., 2015). Para moléculas mais complexas, o

processo de absor¢ao pode ndo ocorrer, mas a microbiota intestinal pode atuar tornando
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essas moléculas biodisponiveis para exercer seus beneficios para a satde (Acosta-

Estrada et al., 2014).

4. CONCLUSAO

As condicdes experimentais utilizadas no trabalho permitiram a
caracterizacdo quimica e a identificacio dos compostos fendlicos nos extratos
metanodlicos da semente, farinha fibrosa e 6leo de chia, com base no tempo de retengao,
nos espectros UV e no padrdo de fragmentacao dos espectros MS/MS.

A semente de chia apresenta alto teor de proteinas, lipideos e fibra
alimentar. Os principais dcidos graxos identificados na semente, farinha fibrosa e éleo
foram o 4cido oléico, linoléico e linolénico. Os minerais predominantes na semente e
farinha de chia sdo o célcio, magnésio, potdssio e ferro.

Os teores de fendlicos totais foram maiores no extrato hidrolisado, 2,23 +
0,02 mg GAE g do que no extrato bruto da semente de chia, 1,16 + 0,01 mg GAE g™
Os resultados da atividade antioxidantes pelo ensaio FRAP e ORAC dos extratos
hidrolisados da semente, farinha e 6leo de chia foram significativamente maiores do que
nos extratos brutos.

Em resumo, foram identificados 14 derivados de acidos fendlicos nos
extratos brutos e 21 derivados de acidos fendlicos nos extratos hidrolisados, sendo
majoritarios, o dcido caféico, danshensu, dcido rosmarinico, dcido metil rosmarinico,
acido salviandlico C e 4cido salviandlico E. Alguns destes compostos sdo
eletroquimicamente ativos sob as condicdes de anélise e podem estar relacionados com
a atividade antioxidante dos extratos. O procedimento de hidrdlise dcida permitiu
identificar maior nimero de 4dcidos fendlicos na semente e farinha de chia. Os resultados
obtidos com extratos hidrolisados podem indicar que ap6s o consumo de semente de
chia e dos seus produtos durante o processo de digestdo podem ocorrer um aumento na
atividade antioxidante, embora um modelo de digestdo deve ser usado para confirmar
essa hipétese.

O consumo de semente de chia pode ser uma alternativa importante como
fonte de acidos fendlicos, sugerindo o seu uso como alimento funcional na ingestio
didria. Portanto, estes resultados fornecem novas informacdes sobre os principais acidos
fendlicos presentes em chia, que sdo importantes antioxidantes naturais para a

prevenc¢ado de doengas causadas por estresse oxidativo.
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RESUMO

A semente de chia € uma importante fonte lipidica, proteica, de fibras e de compostos
fendlicos, e o seu O6leo possui elevado teor de 4cidos graxos poli-insaturados,
especificamente o acido a-linolénico, e baixo teor de &4cidos graxos saturados. O
objetivo desse estudo foi comparar os efeitos da ingestdo de dieta contendo semente,
farinha fibrosa ou 6leo de chia quanto aos niveis séricos de colesterol total e fragdes,
assim como determinar o perfil e os teores dos dcidos graxos no tecido hepatico dos
camundongos Balb/C sauddveis. Vinte camundongos Balb/C machos foram distribuidos
aleatoriamente em quatro grupos (n=5): o grupo controle consumiu a dieta AIN-93M, e
os demais grupos consumiram suas respectivas dietas AIN-93M modificadas, com
adicao de 20 % de semente de chia, 20 % de farinha fibrosa de chia ou 7 % de 6leo de
chia, no periodo de 35 dias. Os camundongos que consumiram dieta com 7 % de dleo e
20 % de semente de chia apresentaram reducdo significativa nos niveis séricos de
colesterol total, 19,76 % e 12,88 %, respectivamente em comparacdo com O grupo
controle. Nao houve diferenca estatistica nos niveis séricos de triglicérides e LDL-
colesterol nos grupos que consumiram dieta com semente, farinha e 6leo em relagdo ao
grupo controle. A ingestdo de dieta com 7 % de 6leo de chia reduziu significativamente
o teor de lipideos totais hepatico, 32,28 %, em compara¢do com a dieta controle. Nao
houve reducgdo significativa nos teores de lipideos totais hepatico para os grupos que
consumiram 20 % de semente e 20 % de farinha de chia. A composi¢do dos acidos
graxos no tecido hepdtico dos animais apresentou aumento significativo no teor de
acido a-linolénico e uma menor razdo de 4cidos graxos (w6/w3)-PUFA para o grupos
que consumiram dieta com semente e 6leo de chia. Em resumo, as dietas com 7 % de
6leo de chia e 20 % de semente de chia diminuiram os niveis séricos de colesterol total
e aumentaram o perfil dos 4cidos graxos dmega-3 no tecido hepatico dos camundongos.
A semente e 6leo de chia apresentaram efeito hipocolesterolémico nos camundongos
Balb/C saudéveis. Desta forma, pode-se concluir que a semente e 6leo de chia sdo uma
importante fonte de d4cidos graxos Omega-3 e uma alternativa de consumo para
contribuir na reducao dos niveis séricos de colesterol total.

Palavras-Chave: Salvia hispanica L.; 4cidos graxos; colesterol, triglicérides.
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ABSTRACT

Chia seed is an important source of lipid, protein, fiber and phenolic compounds, and its
oil has high levels of polyunsaturated fatty acids, specifically a-linolenic acid, and low
levels of saturated fatty acids. The objective of this study was to compare the effects of
dietary intake with chia seed, fiber flour or oil on the serum levels of total cholesterol
and fractions, as well as on the fatty acid profile and content in hepatic tissue of healthy
Balb/C mice. Twenty male Balb/C mice were randomly distributed into four groups (n
= 5): the control group consumed the AIN-93M diet, and other groups consumed the
experimental AIN-93 diets modified with 20 % chia seed, 20 % chia fiber flour or 7 %
chia oil during 35 days. Groups 7 % oil and 20 % seed showed a significant reduction in
serum total cholesterol levels, 19.76 % and 12.88 %, respectively compared to the
control group. There was no statistical difference in the serum triglycerides and LDL-
cholesterol levels in the groups that consumed of the seed, flour and oil diet in relation
to the control group. Dietary intake with 7% chia oil significantly reduced hepatic total
lipid content (32.28 %) compared to the control diet. There was no significant reduction
in hepatic total lipid contents for the groups that consumed 20 % of seed and 20 % of
flour. The composition of the fatty acids in the hepatic tissue of the animals presented a
significant increase of the a-linolenic acid content and a lower fatty acid ratio (06/®3)-
PUFA for the groups that consumed diets with chia seed and oil. In summary, diets
containing 7 % chia oil and 20 % chia seed decreased serum levels of total cholesterol
and increased the omega-3 fatty acids profile in the hepatic tissues of the mice. The chia
seed and oil had a hypocholesterolemic effect in healthy Balb/C mice. Thus, this estudy
conclude that chia seed and oil are an important source of omega-3 fatty acids and an
alternative of intake to contribute in the reduction of the serum levels of total
cholesterol.

Keywords: Salvia hispanica L.; fatty acids, cholesterol, triglycerides.
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1. INTRODUCAO

A dieta alimentar desempenha um papel importante na manutencao da saide
humana e na progressao dos estados patoldgicos, uma vez que dietas alimentares com
alto teor de acidos graxos saturados, agtcares simples e com altas proporcdes de acidos
graxos (w-6/w-3)-PUFA estdo associadas com niveis elevados de triglicérides sérico e
baixo niveis séricos de HDL(High Density Lipoprotein)-colesterol, aumentando o risco
de desenvolvimento da obesidade e do diabetes (Renaud er al., 2014).

O consumo da semente de chia tem aumentando devido aos beneficios
nutricionais, que tem sido reconhecida, principalmente por ser uma importante fonte
lipidica (0,30g/g), proteica (0,25g/g), de fibras alimentares (0,37g/g), de minerais e
compostos fendlicos (Marineli et al., 2014; Oliveira-Alves, 2017). Além disso, o 6leo
de chia contém elevado teor de acido graxo a-linolénico (~60%), de acordo com
Boidora et al. (2017).

Estudos in vivo demonstraram que a ingestdo didria de sementes e 6leo de
chia diminuem os niveis séricos de triglicérides e aumentam os niveis de HDL-
colesterol (Ayerza & Coates, 2005), reduz o risco de doencas cardiovasculares (Ayerza
& Coates, 2007), apresenta efeito hepatoprotetor (Poudyal et al., 2012), controla o
diabetes (Ho et al., 2013) e reduz a obesidade (Marineli et al., 2015).

O 4cido a-linolénico (18:3-®3) € um 4cido graxo poli-insaturado dmega-3
(03-PUFA), que apdés ser ingerido € convertido enzimaticamente em 4cido
eicosapentaendico (EPA) e 4cido docosahexaendico (DHA). O EPA e DHA sao
importantes reguladores da satde cardiovascular (O'Connell et al., 2017). Takashima et
al. (2016) relataram que o EPA e DHA inibem a progressdo e desestabilizacdo das
placas aterosclerdticas através das propriedades anti-inflamatorias.

Estudos tém reportado que o consumo de fibras alimentares e dcidos graxos
de cadeia curta (SCFA) sdo capazes de diminuir as concentracdes de colesterol
plasmdtico e prevenir distirbios metabolicos, os quais podem levar a perda das funcgdes
endoteliais e a aterosclerose (Hara et al.,1998; Richards et al., 2016). Os SCFA também
sdo produzidos no intestino grosso a partir da fermentacdo das fibras alimentares e
desempenham funcdes reguladoras no metabolismo celular dos 4cidos graxos, glicose e
do colesterol, em vadrios tecidos periféricos, tanto diretamente como a nivel génico
(Richards et al., 2016; Sivaprakasam et al., 2016).

O objetivo desse estudo foi comparar os efeitos da ingestao didria da semente,

farinha fibrosa e 6leo de chia nos niveis séricos de colesterol total e fracdes, assim como
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determinar o perfil e teores dos dcidos graxos em tecido hepatico de camundongos

Balb/C machos saudaveis.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Reagentes

Os reagentes utilizados na caracterizacao das dietas foram o acido cloridrico
e metanol adquiridos da Chemco (Campinas,SP, Brasil); acido sulfirico concentrado e
hidréxido de sédio da Dinamica (Diadema, SP, Brasil); acido bérico, carbonato de
sodio, cloroférmio, acetona, éter de petréleo da Synth ((Diadema, SP, Brasil)); sulfato
de potéssio anidro, sulfato de cobre II, sulfato de sédio anidro da Exodo Cientifica
(Hortolandia, SP, Brasil). Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-
carboxilico), AAPH (2,2'-azobis(2-metil-propianamidina)dicloridrato), TPTZ (2.4,6-
tris(2-piridil)-s-triazina) e dcido galico foram obtidos da Sigma-Aldrich (Sigma Co., St.
Louis, MO. USA). O reagente Folin-Ciocalteu’s foi obtido da Dinamica (Diadema,
Brasil). O Sal de fluoresceina sédica foi proveniente da Vetec Quimica (Sdo Paulo,
Brasil). Hexano grau HPLC (Macron, EUA) e ésteres metilicos do C4 ao Cy4 (FAME
Mix, Supelco, EUA).

2.2 Equipamentos

Balanga analitica (Shimadzu, Modelo AY?220, Barueri, Brasil), balanca
semi-analitica (Bel, Sao Paulo, Brasil), glicosimetro (Accu-Chek, da Roche
Diagnostics, EUA), analisador hematolégico (PocH-100 iv Diff, Curitiba, Brasil),
microcentrifuga (Eppendorf North America, modelo 5415C, Westbury, USA) e
analisador bioquimico (Roche, Modelo Reflotron plus, EUA) foram utilizados durante o
ensaio in vivo e na realizagdo das andlises. Os experimentos in vivo e as andlises
hematoldgicas e bioquimicas foram realizados na Divisdo de Farmacologia e
Toxicologia do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biolégicas e Agricolas
(CPQBA/UNICAMP). As analises das dietas e dos tecidos foram realizadas no
Departamento de Ciéncias de Alimentos (FEA/UNICAMP).

2.3 Animais

Os experimentos foram realizados em camundongos Balb/C e Swiss machos
sadios obtidos do Centro Multidisciplinar para Investigacao Biolégica-UNICAMP
(CEMIB) com 4 semanas de idade. Os camundongos Balb/C (20-30 g) e Swiss (20-35
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g) foram mantidos no biotério da Divisao de Farmacologia e Toxicologia do
CPQBA/UNICAMP, em salas com temperatura controlada de 25 + 2 °C, umidade
relativa de 50 a 60 % + 5 %, e em ciclo claro/escuro de 12 horas, com acesso livre a
dgua e dieta. Os cuidados dos animais bem como os protocolos de pesquisa estdo de
acordo com os principios e diretrizes adotadas pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e aprovados pelo comité de ética em pesquisa
animal do Instituto de Biologia — UNICAMP (n°. 3192-1 e 3194-1), conforme

apresentados nos Anexos 1 e 2.

2.4 Elaboracao das dietas

As dietas foram elaboradas de acordo com American Institute of Nutrition
(Reeves et al., 1993). Os ingredientes foram adquiridos da Rhoester Industria e
Comércio Ltda. (Aracoiaba da Serra, Brasil) para elaboracdo das dietas. A dieta AIN-
93M foi modificada para os teores de proteinas de 18 % e lipideos de 7 %. Apds a
preparacao, as dietas foram embaladas em sacos escuros de polietileno e armazenada a
-20 °C para minimizar a oxida¢do dos acidos graxos. Os animais foram divididos em
grupos: dieta AIN-93M como dieta controle (DC), dieta AIN-93M com 20 % de
semente de chia triturada (DS20), dieta AIN-93M com 20% com farinha fibrosa (DF20)
e dieta AIN-93M com 7 % de 6leo de chia (DO7), conforme Tabela 1(t6pico 3.1).

2.5 Analises das dietas
2.5.1 Composicao centesimal

A composi¢ao centesimal das dietas foi determinada quanto ao teor de
umidade, cinzas, proteinas (AOAC, 2006) e lipideos (Bligh & Dyer, 1959). O teor de
carboidratos foi determinado por diferenca de acordo com a Resolucdo da Diretoria
Colegiada (RDC) n° 360 (BRASIL, 2003). O valor de energia foi determinado
utilizando-se o fator de Atwater (Atwater & Bryant, 1900). As andlises foram realizadas

em triplicata.

2.5.2 Perfil dos acidos graxos
A extragdo dos lipideos das dietas foi realizada segundo o método de Bligh
& Dyer (1959), utilizando agitador de tubos (Labnet, modelo S0200, EUA). A

composi¢do dos dcidos graxos presentes na fracdo lipidica das dietas foi determinado
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por cromatografia gasosa, apds esterificacdo, utilizando a metodologia descrita por
Hartmann & Lago (1973). Os ésteres metilicos foram separados segundo o método
AOCS Ce 2-66 (2009), analisados em cromatdgrafo gasoso capilar (marca CGC Agilent
6850 Series GC System) com detector de ionizagdao de chama.

Os componentes foram separados em coluna capilar de silica fundida DB-23
Agilent (50 % cianopropil metil polisiloxano modificado), com dimensdes de 60 m,
didmetro interno de 0,25 mm e espessura do filme de 0,25 um. As condi¢Oes de
operacao foram fluxo de 1,00 mL/min, temperatura programada do detector de 280 °C,
temperatura do injetor a 250 °C, temperatura do forno: 110 °C — 5 min.; 110 — 215 °C —
5 min, 215 °C — 24 min., gés de arraste: hélio; velocidade linear do gas de arraste de 24
cm/s, volume injetado de 1,0 pL. A identificacdo dos dcidos graxos foi realizada através
da comparagdo do tempo de retengcao dos 4cidos graxos das amostras com os padrdes.

As andlises cromatograficas foram realizadas em duplicata.

2.6 Compostos fenoélicos totais na semente, farinha e éleo de chia
2.6.1 Extracao dos compostos fendlicos da semente e farinha de chia

As sementes de chia foram trituradas em moinho (A1l basic BS32 IKA
Mill, Sdo Paulo, Brasil) para obtencdo da semente de chia triturada. Utilizou-se o
método de extracdo por ultrassom (USE) para extracdo dos compostos fendlicos
(Pizarro et al., 2013). Pesou-se aproximadamente 2 g de amostra (semente de chia
triturada ou farinha fibrosa) e em seguida foi adicionado 6 mL de solu¢dao metanol:dgua
(80:20, v/v). Apés a agitacdo em vortex durante 10 s, a amostra foi colocada
imediatamente no banho de ultrassom (Tecnal, Piracicaba, Brasil). A extracdo foi
realizada a 25 kHz de frequéncia e 160W de poténcia, durante 60 min a 25 + 3 °C.
Depois, a amostra foi centrifugada a 4000 rpm durante 30 min e o sobrenadante
removido do residuo. A amostra foi extraida novamente por 60 min e os sobrenadantes
foram combinados e evaporados até a secura na temperatura de 40 £ 1°C sob pressdo
reduzida (Evaporador rotativo Fisatom 801). O residuo seco foi dissolvido em 2 mL de
metanol:dgua (80:20, v/v), filtrado através de uma membrana de PVDF de 0,22 pum
(Millipore, EUA), obtendo assim os extratos da semente e farinha fibrosa, os quais
foram armazenados a -18 °C até a andlise. Todas as amostras foram extraidas em

triplicata.

2.6.2 Extracao dos compostos fendlicos do éleo de chia
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Utilizou-se o método de extragdo por ultrassom (USE) para extracdo dos
compostos fendlicos do dleo (Pizarro et al., 2013). Pesou-se aproximadamente 2 g de
6leo de chia e em seguida foram adicionados 5 mL de hexano e 5 mL de solucido de
metanol/dgua (80:20 v/v). Apds agitacdo em voértex durante 10 s, colocou-se o tubo
imediatamente no banho de ultrassom (Tecnal, Piracicaba, Brasil). As extra¢des foram
realizadas a 25 kHz de frequéncia e 160 W de poténcia, durante 60 min a 25 + 3°C. A
amostra foi centrifugada a 4000 rpm durante 10 min e o extrato polar (fase inferior) foi
removido. O extrato polar foi evaporado até a secura na temperatura de 40 = 1 ° C sob
pressao reduzida. Apds evaporacdo do solvente, o residuo seco foi dissolvido em 2 mL
de metanol:dgua (80:20, v/v) e filtrado através de uma membrana de PVDF de 0,22 pm
(Millipore, EUA), obtendo assim os extratos do o6leo de chia, os quais foram

armazenados a -18 °C até a andlise. Todas as amostras foram extraidas em triplicata.

2.6.3 Determinacio do conteddo fendlico total

O conteddo fendlico total da semente, farinha fibrosa e 6leo (extratos
metandlicos) foi determinado de acordo com o método de Folin-Ciocalteau (Swain &
Hillis, 1959). Resumidamente, foram misturados 50 pL de extrato, 800 puL de dgua
destilada e 25 pL (0,25 N) de reagente de Folin-Ciocalteau e incubados a temperatura
ambiente durante 3 min. Em seguida, adicionou-se 100 pL. de solu¢do de carbonato de
sédio (1 N) e incubou-se ainda durante 2 horas a temperatura ambiente e no escuro. A
absorvancia foi lida a 725 nm no leitor de microplacas (SynergyHT, Biotek, Winooski,
EUA). O acido galico foi utilizado para quantificagdo e os resultados foram expressos
em termos de equivalente de dcido galico (mg GAE/g chia). Todas as medidas foram

realizadas em triplicata para cada amostra analisada.

2.7 Determinacao de fibra soltvel e insoliivel na semente e farinha de chia
O contetdo de fibra alimentar solivel e insolivel foi determinado de acordo
com o método enzimético-gravimétrico (AOAC, 2006) e o contetdo de fibra alimentar

total foi calculado a partir da soma dos valores de fibra alimentar soltivel e insolivel.
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2.8 Avaliacao da toxicidade aguda
2.8.1 Avaliacao da toxicidade aguda do éleo de chia

A avaliacdo da toxicidade aguda foi realizada com o objetivo de verificar o
efeito da administracdo da dose tnica de 6leo de chia por via oral (gavagem). Testes que
avaliam a toxicidade sistémica de dose unica sdo utilizados para classificar e
apropriadamente rotular as substancias de acordo com o seu potencial de letalidade ou
toxicidade como estabelecido pela legislacao (VALADARES, 2006).

Os animais sadios (camundongos Swiss machos) foram divididos
aleatoriamente em trés grupos (n = 3/grupo), os quais foram tratados por via oral (v.o.)
com diferentes doses de 6leo de chia (250 mg/kg, 300 mg/kg e 350 mg/kg) e um grupo
controle tratado com dose controle (350 mg/kg de 6leo de soja). Os grupos foram
observados continuamente por um periodo de 4 horas e entdo diariamente, por 15 dias,
para avaliacdo dos sinais gerais de toxicidade, tais como efeitos na locomogio,
comportamento (agitacdo, atividade reduzida, sonoléncia), respiracdo, salivagdo,
lacrimejamento, cianose de extremidades e mortalidade, além da massa corporal
(OECD, 2002). No periodo de 15 dias os animais foram alimentados com a dieta padrao
da Marca BioBase, e no final desse periodo, os animais foram eutanasiados. A

caracterizacdo centesimal da dieta da BioBase ¢ apresentada no Anexo 3.

2.8.2 Avaliacao da toxicidade aguda da semente e farinha fibrosa de chia

A avaliag¢do da toxicidade aguda foi realizada com o objetivo de verificar o
efeito da administragcdo das dietas AIN-93M (DC), dieta AIN-93M contendo 20 % de
semente triturada (DS20) e dieta AIN-93M contendo 20 % de farinha fibrosa de chia
(DF20). Os animais sadios (camundongos Swiss machos) foram divididos
aleatoriamente em trés grupos (n = 3/grupo), os quais foram tratados com as dietas
experimentais (DC, DS20, DF20). Os grupos foram observados diariamente, por 25
dias, para avaliacdo de sinais gerais de toxicidade, tais como efeitos na locomogao,
comportamento (agitagdo, atividade reduzida, sonoléncia), respiracdo, salivagdo,
lacrimejamento, cianose de extremidades e mortalidade, além da massa corporal e
consumo didrio da dieta (OECD, 2002). Apdés os 25 dias, os animais foram

eutanasiados.

2.9 Efeitos das dietas contendo oleo, semente e farinha de chia em animais sadios.
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Foram utilizados diferentes grupos experimentais para estudar o efeito
hipocolesterolémico da semente, farinha fibrosa e 6leo de chia. Foram avaliados
colesterol, glicemia, pardmetros bioquimicos e hematolégicos, além da capacidade
antioxidante em amostras de soro de camundongos Balb/C machos. Vinte camundongos
sadios foram aleatoriamente divididos em quatro grupos (n=5/grupo), os quais
receberam as seguintes dietas no peridode de 35 dias:

¢ Grupo I: Dieta controle (DC) - dieta AIN-93M;

¢ Grupo II: Dieta com semente de chia (DS20) — dieta AIN-93M com

adi¢do de 20 % (m/m) de semente de chia triturada;

e Grupo III: Dieta com farinha fibrosa de chia (DF20) — dieta AIN-93M

com adi¢do de 20 % (m/m) de farinha fibrosa de chia;

¢ Grupo IV: Dieta com 6leo de chia (DO7) — dieta AIN-93M com adi¢do

de 7 % (m/m) de 6leo de chia.

Dietas

Animais —

AIN-33M
(DC)

[ AIN-93M +20 % de |

Camundongos semente de chia
machos Balb/C (D520)

(n=5/grupo) [ AIN-93M +20 % de |
farinha fibreosa de chia
(DF20)

AIN-93M + 7 % de |
éleo de chia
(DO7)

Figura 1. Esquema ilustrativo do ensaio experimental.

O experimento foi realizado no periodo de 35 dias no biotério da Divisdo de
Farmacologia e Toxicologia — CPQBA/UNICAMP, em salas com temperatura
controlada de 25 + 2 °C, umidade relativa de 60 % a 50 % = 10 %, e em ciclo

claro/escuro de 12 horas, com acesso livre a dgua e dieta.

2.10 Avaliacoes dos animais
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Os animais foram avaliados diariamente quanto ao consumo de dieta e
semanalmente quanto ao ganho de massa corporal. Apés os 35 dias (36° dia), os animais
foram avaliados quanto a glicemia e em seguida eutanasiados por aprofundamento de
anestesia, sendo avaliado o perfil hematolégico e as fungdes hepaticas, por meio de
andlises bioquimicas dos niveis séricos de gama-glutamil transferase (GGT), LDL
(Low Density Lipoprotein)-colesterol, HDL (High Density Lipoprotein)-colesterol,
colesterol total e triglicérides utilizando kits colorimétricos comerciais (Roche, EUA).
Os tecidos (figado, rins, coracdo, pulmao e bago) foram retirados e pesados. Os tecidos
(coracdo, rins e figado) foram armazenados em ultrafreezer (Revco, ULT1386-3-D36,

Asheville, EUA) para analises posteriores.

2.10.1 Massa corporal

A quantidade de dieta consumida por grupo experimental foi avaliada por
meio do registro didrio da ingestdo alimentar da mesma pelos animais (variacao entre a
oferta e as sobras da dieta deixadas nas caixas) durante os 35 dias de ensaio, para
obtencdo da média de ingestdo. Durante todo o periodo experimental, os animais foram

submetidos semanalmente a avaliacdo da massa corpdrea, a fim de minimizar a

manipulagdo e estresse dos animais.

2.10.2 Glicemia

A dosagem glicémica dos grupos foi realizada através de glicosimetro
Accu-Chek Performa (Accu-Chek, da Roche Diagnostics, EUA), com a utilizagdo da tira-
teste, com amostras de sangue obtidas da veia caudal dos animais, apds o jejum de 8

horas, no 36° dia do ensaio experimental.

2.11 Eutanasia dos animais

No final do periodo experimental, apds jejum de 8 horas, todos os animais
foram pesados e anestesiados (100 mg/kg ketamina + 5 mg/kg xilazina). Em seguida o
sangue foi coletado por puncdo cardiaca e os animais foram submetidos a eutandsia por
aprofundamento de anestesia. O sangue de cada animal foi distribuido em microtubos
de 0,5 mL contendo 10 pL de anticoagulante EDTA sédico a 10 % para realizagdao dos
parametros hematolégicos, e em um microtubo de 1,0 mL sem EDTA para

centrifugacao do soro e posterior realizacdo das andlises bioquimicas.
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2.11.1 Avaliacao dos parametros sanguineos

O sangue coletado em microtubos com EDTA (0,5 mL de sangue para 10
pL. de EDTA) foi analisado em aparelho veterinario para andlise de hemograma
(Sysmex®, modelo pocH-100iV, Curitiba, Brasil), avaliando-se: leucdcitos totais

(WBCQ), eritrécitos (RBC), hematdcritos (HCT), hemoglobina (Hbg) e plaquetas (PLT).

2.11.2 Avaliacao dos parametros bioquimicos

A determinagdo dos parametros bioquimicos foi realizada no soro
sanguineo, portanto os microtubos de 1,0 mL foram centrifugados durante 15 min a
3500 rpm (rotagdes por minuto), o sobrenadante (soro) foi coletado em microtubo e
armazenado a 10 °C para posterior andlise. Os parametros bioquimicos foram dosados
através do analisador automatizado Reflotron plus (Roche, EUA), empregando o
método cinético UV, utilizando-se kits comerciais de reagentes padrao Reflotron Roche.

Todas as medidas de atividade enzimatica foram realizadas na temperatura
de 37 °C (selecionada no aparelho). Uma aliquota de 30 pL de soro de cada animal foi
inserida no centro da zona vermelha reativa da tira, removendo anteriormente a banda
protetora. Apdés 15 s, a tira foi introduzida horizontalmente no aparelho e o
aparecimento no visor confirma que a leitura do cédigo magnético especifico do teste
foi corretamente lida pelo mesmo. Os parametros analisados foram gama-glutamil

transferase (GGT), LDL-colesterol, HDL-colesterol, colesterol total e triglicérides.

2.11.3 Peso relativo dos tecidos

Apés eutandsia, foram excisados os tecidos (coracdo, figado, rins, bago e
pulmao) de cada animal, os quais foram pesados em balanga analitica (Bel, Sdo Paulo,
Brazil). O figado, rins e coracdo foram separados em frascos, identificados e
armazeados em ultrafrezzer (Revco, ULT1386-3-D36, Asheville, EUA) para andlises

posteriores.

2.11.4 Atividade antioxidante nos rins e coracao
2.11.4.1 Preparo do homogenato

A concentragdo de proteina nos homogenatos dos rins e do coracdo foi
determinada pelo método de Bradford (Bradford, 1976). Os homogenatos foram
tratados com etanol: dgua ultrapura (2:1) e dcido metafosférico 0,75 mol/L (Batista et

al., 2014). As amostras foram centrifugadas a 14000 g durante 5 min a 4 °C e o
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sobrenadante removido. A capacidade antioxidante dos extratos dos homogenatos do
rins e coracao foi estimada pelo ensaio de FRAP (Poder Antioxidante de Redugdo do
Ferro) conforme método descrito por Benzie & Strain (1996) e ORAC (Capacidade de

Reducao do Radical Oxigénio) de acordo com o método descrito por Ou et al. (2013).

2.11.4.2 Ensaio FRAP

O reagente FRAP foi preparado sob protecdo da luz com tampdo acetato
300 mmol/L (pH 3,6), 10 mmol 2,4,6-tris (2-piridil)-s-triazina (TPTZ) em solucdo de
40 mmol de HCl e 20 mmol FeCl; (Benzie & Strain, 1996). Em eppendorf foram
adicionados 20 pL. da amostra, 600 pL. de reagente FRAP e 60 pL de 4gua ultrapura e
em seguida foram misturados e mantidos em banho-maria durante 30 min a 37 °C. Apoés
resfriamento até a temperatura ambiente, todas as amostras foram lidas a 595 nm no
leitor de microplacas (SynergyHT, Biotek,Winooski, EUA). Preparou-se também uma
curva padrao Trolox (10-800 pmol TE). Os resultados foram expressos em pmol Trolox
equivalente (TE)/mg proteina. Todas as medidas foram realizadas em triplicata para

cada homogenato dos tecidos.

2.11.4.3 Ensaio ORAC

Os ensaios ORAC (Capacidade de Redugdao do Radical Oxigénio) baseia-se
na capacidade fluorescente da fluoresceina sédica na presenca de radicais de oxigénio,
sendo realizado conforme o método descrito por Ou et al. (2013). O radical peroxil foi
gerado pela solucdo de AAPH (2,2'-azobis (2-metilpropionamidina) dicloridrato) sendo
preparada imediatamente antes da andlise e utilizada fluoresceina como substrato. Sob
protecao da luz, foram adicionados 20 pl. de amostra, 120 pL de fluoresceina em
tampao fosfato (pH 7,4) e 60 pL de AAPH em microplacas escuras. O leitor de
microplacas (SynergyHT, Biotek, Winooski, USA) foi ajustado (filtros fluorescentes,
comprimento de onda de excitacdo, 485 nm, comprimento de onda de emissao, 520 nm)
e Trolox foi utilizado como padrao (5-50 pumol). Os valores de ORAC foram expressos
em pumol Trolox equivalente (TE)/mg proteina. Todas as medidas foram realizadas em

triplicata para cada extrato analisado.

2.11.5 Analises hepaticas

2.11.5.1 Teor de lipideos e analise de colesterol total e triglicérides
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O teor de lipideos totais no tecido hepatico dos animais foi determinado
utilizando a metodologia de extracdo de lipideos totais em tecido animal (Folch et al.,
1957). Adicionou-se 1,9 mL de cloroférmio: metanol (2:1, v/v) em 0,1 g de figado
fresco, misturou-se e submeteu-se a trituragao (Polytron, EUA). Assim, uma aliquota de
0,4 mL de metanol PA foi adicionada e o material foi centrifugado a 3500 rpm durante
10 min. O sobrenadante foi recolhido, adicionado 0,8 mL de cloroférmio, 0,64 mL de
solucdo de NaCl a 0,73 % e em seguida foi centrifugado a 3500 rpm durante 10 min.

O sobrenadante foi descartado e na fase inferior foi realizada a adi¢do de 1
mL de solu¢do de Folch (cloroférmio:metanol:dgua:NaCl 0,2 % - 3:48:47:2, v/vIvIv),
sendo lavada por trés vezes. Em seguida foi adicionado 5 mL de solucdo de
cloroférmio:metanol (2:1, v/v), e o conteddo foi seco em estufa a 37 °C por 8 hs. O teor
de lipideos totais da amostra foi determinado, e o contetido seco foi ressuspenso em 1
mL de isopropanol para as andlises de colesterol total e triglicérides. Os niveis hepaticos
de colesterol total e triglicérides foram determinados utilizando kits de ensaio
enzimatico, de acordo com as instru¢des do fabricante para os respectivos kits (Colestat

enzimatico AA e TG color GPO/PAP AA, Wiener laboratories, Rosario, Argentina).

2.11.5.2 Perfil dos acidos graxos no figado

A extragdo lipidica do figado dos camundongos Balb/C foi realizada
segundo método de Folch (1957), com adaptacdes. A extracdo seguiu todas as etapas
conforme o item 2.11.5.1, porém o contetido de lipideos foi ressuspenso em 1 mL de
éter de petréleo. A composi¢do dos dcidos graxos presentes na fracdo lipidica do tecido
hepdtico dos animais foi determinada por cromatografia gasosa, apds esterificacdo,
utilizando a metodologia descrita por Hartmann & Lago (1973).

Os ésteres metilicos foram separados segundo o método AOCSCe 2-66 (2009),
analisados em cromatdgrafo gasoso capilar (marca CGC Agilent 6850 Series GC
System) com detector de ionizacdo de chama. Os componentes foram separados em
coluna capilar de silica fundida DB-23 Agilent (50 % cianopropil metil polisiloxano
modificado), com dimensodes de 60 m, didmetro interno de 0,25 mm e espessura do
filme de 0,25 um. As condi¢des de operacdo foram fluxo de 1,00 mL/min, temperatura
programada do detector de 280 °C, temperatura do injetor a 250 °C, temperatura do
forno: 110 °C — 5 min.; 110 — 215 °C — 5 min, 215 °C — 24 min., g4s de arraste: hélio;
velocidade linear do gds de arraste de 24 cm/s, volume injetado de 1,0 plL. A

quantificac@o e identificacdo dos dcidos graxos foi realizada através da comparagao do
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tempo de retencdo dos 4cidos graxos das amostras e dos padrdes. As andlises

cromatograficas foram realizadas em duplicata.

2.12 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo, avaliados
pela andlise de variancia (ANOVA), seguida do teste de comparacdo de média, o teste
de Tukey. Valores de p menores do que 0,05 (p<0,05) foram considerados como
indicativos de significancia. Os célculos foram realizados utilizando o Software

estatistico GraphPad Prism versao 5.0, (San Diego Califérnia, EUA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Analises das dietas

A Tabela 1 apresenta os ingredientes, a composi¢ao quimica e caldrica e o
perfil dos acidos graxos das dietas experimentais. Pode-se observar que as dietas sdo
isocaldricas, apresentando em média 4081,32 + 10,53 kcal’kg, com 18 % de
proteinas e 7 % de lipideos totais.

As dietas contendo 20 % de semente de chia (DS20) e 7 % de 6leo de chia
(DO7) apresentam elevado teor de dcidos graxos poli-insaturados (PUFA) e baixa razdo
(0-6/w-3)-PUFA em comparacio com a dieta controle (DC), de acordo com o objetivo
deste estudo (Tabela 1). A vantagem de uma dieta em apresentar baixa razao (0-6/®-3)-
PUFA esta no fato de que o desenvolvimento de doengas cronicas, tais como doenga da
artéria corondria, diabetes e cincer tem sido correlacionado com o desequibrio da
ingestdao de ®6-PUFA e w3-PUFA pela populacdo (Khan & He, 2017; Messamore et al.,
2017; Timilsena et al., 2017). Assim, uma dieta que apresenta equilibrio nos niveis de
PUFA e (0-6/w-3)-PUFA representa um potencial a ser explorado na prevencdo do
desenvolvimento de doencas cronicas.

O conteddo fendlico total (TPC) da semente e farinha de chia foram
determinados neste estudo e as seus teores nas dietas sdo apresentado na Tabela 1. A
semente e farinha fibrosa de chia ndo apresentaram diferencga significativa no contetido
de TPC, sendo 1,44 + 0,02 mg GAE/g e 1,49 + 0,01 mg GAE/g, respectivamente. O
Oleo de chia apresenta baixo teor de TPC, 0,03 mg GAE/g. O perfil dos compostos
fendlicos presentes na semente e farinha de chia sdo similares, sendo que os principais
compostos identificados foram o dcido caféico, danshensu, dcido rosmarinico e 4cido

ferdlico, os quais possuem atividade eletroquimica (Oliveira-Alves et al., 2017).
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Tabela 1. Composicao das dietas experimentais (g/kg).

AIN-93M DS20 DF20 DO7
Ingredientes (g/kg)
Casefna' 200 160 140 200
Maltodextrina 155 155 155 155
Amido de milho 376 276 256 376
Sacarose 100 100 100 100
Oleo de soja 70 10 50 0
Oleo de chia 0 0 0 70
Semente de chia 0 200 0 0
Farinha fibrosa de chia 0 0 200
Celulose 50 50 50 50
Mineral mix (AIN-93M-MX) 35 35 35 35
Vitamina mix (AIN-93-VX) 10 10 10 10
L-Cistina 1,8 1,8 1,8 1,8
Bitartarato de colina 2,5 2,5 2,5 2,5
tert-Butil hidroquinona 0,008 0,008 0,008 0,008
Composigdo (g/kg dieta)
Proteinas totais (g/kg dieta) 183,70 £ 0,37 185,80 + 0,18 186,20 + 0,29 182,50 + 0,32
Lipideos totais (g/kg dieta) 71,40 = 0,07 75,50 +£0,03 75,51 £0,03 72,40 +0,03
Carboidratos totais (g/kg dieta) 675,20+0,14 667,40 0,08 6