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RESUMO:

O girassol é cultivado especialmente para producdo do oOleo e, recentemente, o broto
de girassol passou a ser consumido por um grupo especifico de pessoas,
principalmente os vegetarianos. Devido ao aumento do uso destes brotos como
alimento, este trabalho teve como objetivo investigar a composigao fitoquimica e as
atividades bioloégicas do broto de girassol. Para tanto, o extrato etandlico bruto e
fracdes dos brotos foram submetidos aos ensaios de toxicidade frente a Artemia salina,
atividade antioxidante pela formacédo do complexo fosfomolibdénico, atividade
hemolitica e atividade sobre a enzima tirosinase. O ensaio de toxicidade demonstrou
que as fragdes hexano e hidroalcodlica n&o apresentaram toxicidade. As amostras nao
causaram hemolise e o extrato etandlico bruto ndo apresentou atividade sobre a
enzima tirosinase. O extrato bruto, a fragcao cloroférmio e acetato de etila revelaram
notavel capacidade antioxidante.
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ABSTRACT:

Sunflower is specially cultivated to oil production. Recently sunflower buds are being
consumed by a specific group of people, mainly vegetarians. Due to the increase of
buds as food, the objective of this work was to investigate the sunflower bud
phytochemical composition and biological activities. The ethanolic extract and fractions
obtained from the buds were submitted to Artemia salina toxicity assay, antioxidant
activity by the formation of phosphomolybdenum complex, hemolytic activity and tyrosinase
enzyme activity. The toxicity assay demonstrated that hexan and hydroalcoholic fractions
were not toxic. The tested samples did not cause hemolysis and the ethanolic extract
did not present activity over tyrosinase enzyme. The ethanolic extract, chloroform and
ethil acetate fractions revealed significative antioxidant capacity.
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1.INTRODUCAO

Com o aumento do interesse pela alimentacéo e nutricao relacionado a busca
de habitos mais saudaveis, os alimentos revelaram-se muito importantes, pois com
algumas mudancgas de habitos alimentares & possivel viver com mais saude
(BUBNIAK, 2004).

Em toda a histéria, as plantas e os alimentos sdo usados como fonte de
agentes profilaticos para prevencéo e tratamento de doengas em humanos e animais.
A compreensao do papel dos alimentos na manutenc&o da saude e cura de doengas
tem suas origens nas culturas antigas e seus documentos como as escrituras
chinesas, a ayurveda indiana, a grega com os conhecimentos de Hipocrates que
contextualizou a relag&o entre o uso apropriado dos alimentos para a saude e seus
beneficios terapéuticos (BAGCHI, 2008; HANINNEN, SEM, 2008).

O girassol é originario do sudoeste dos Estados Unidos e norte do México. Foi
primeiramente utilizado como alimento pelos indios americanos e cultivado
inicialmente para o consumo de sua semente. A seguir sua farinha comecou a ser
utilizada na preparagéao de alimentos e somente no inicio do século XVII, na Europa,
comecgou a ser utilizado como planta oleaginosa, quando se idealizou um método
pratico de extragdo do 6leo da semente de girassol (ROSSI, 1997; MANDARINO,
1997).

Alguns alimentos derivados de plantas possuem a capacidade de reduzir o
risco de doengas crbonicas, sendo esta associada em parte, aos metabdlitos
secundarios (fitoquimicos). Estes metabdlitos apresentam uma baixa poténcia como
compostos bioativos quando comparados com drogas farmacéuticas, mas, quando
ingeridos regularmente e, em quantidades significativas como parte da dieta podem ter
um notavel efeito fisioldégico. Os metabdlitos que estdo presentes nas dietas e estéo
relacionados a beneficios para saude incluem glucosinolatos, terpenoides
(carotenoides, monoterpenos, fitoesterdis) e varios grupos de polifendis (antocianinas,
flavonas, isoflavonas, acido elagico, entre outros). A atividade destes compostos € em
parte associada as propriedades antioxidantes (ESPIN, GARCIA-CONESA, TOMAS-
BARBERAN, 2007).

O girassol passou a fazer parte da alimentagéo por meio também do uso de
brotos, os quais sdo consumidos por um grupo especifico de pessoas, principalmente
vegetarianos. O alimento € produzido e preparado pelo consumidor, principalmente
como suco e acompanhamento de saladas. As sementes depois de plantadas crescem
por voltade 10 a 15 dias e os brotos sao retirados da terra na hora do consumo. Sugere-
se que este € um alimento saudavel e com muita vitalidade.

Apesar do aumento de seu consumo, o broto de girassol ainda nao foi
estudado quimicamente e pouco se sabe sobre suas atividades biologicas. O presente
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trabalho visa delinear o perfil fitoquimico dos brotos de girassol e conhecer algumas
das atividades biolégicas que o mesmo apresenta, sendo ponto de partida para
maiores estudos.

2.MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Os brotos foram plantados e apds 12 dias foram coletados. Na investigacao
fitoquimica, os brotos coletados foram submetidos a seleg¢do visual, excluindo-se
material organico estranho e partes nédo sadias, atacadas por insetos, fungos ou
oxidadas. Em seguida foram fragmentados e secos em estufaa 70 C° por 5 horas. Apds
a secagem o material foi armazenado em recipiente apropriado e protegido da luz e
umidade.

2.2 Preparo dos extratos vegetais

O extrato bruto foi obtido a partir de 400g do material vegetal seco e moido, em
sistema fechado, a quente, no aparelho de Soxhlet. O etanol foi o solvente extrator
utilizado. O material foi concentrado em evaporador rotatério até 350mL. O extrato
bruto etandlico foi fracionado separadamente, por meio de particéo liquido-liquido em
aparelho de soxhlet com solventes de polaridade crescente, obtendo-se as fragbes
hexano, cloroférmio, acetato de etila e hidroalcodlica remanescente.

2.3 Analise Fitoquimica

A andlise da composicéao fitoquimica foi realizada de acordo como Moreira
(1979) adaptada por Miguel (2003).

2.4 Avaliagéo da atividade antioxidante

Esse ensaio baseia-se na técnica descrita por Prieto, Pineda e Aguilar (1999).
Para a reacao de formagao do complexo preparou-se um reativo que consiste de uma
solugédo com fosfato de sddio, molibdato de aménio 0,03M e &cido sulfurico 3M. O
reativo foi preparado no momento do uso. Solugbes padrbes de vitamina C e rutina,
bem como as amostras a testadas, estavam na concentragdo de 200 pg/mL em
metanol (BIANCO, 2003). Apds a adi¢ao do reativo as amostras manteve-se os tubos
em banho-maria a 95°C por 90 minutos. Realizou-se a leitura das absorbancias (Abs)
em espectrofotdmetro de UV. Os resultados foram expressos em atividade
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antioxidante relativa (AAR%) da amostra em relacao a vitamina C e Rutina. O ensaio foi
realizado em triplicata.

2.5Avaliacéo de toxicidade frente a Artemia salina

O ensaio de toxicidade frente a Artemia salina foi realizado segundo Meyer et
al. (1982). Apés a eclosao dos ovos, 10 naupilos de Artemia salina foram transferidos
para tubos de ensaio contendo as amostras nas concentragées de 10, 100 e 1000
ug/ml. Os controles negativos consistem de tubos com o solvente solubilizador da
fracdo. Ap6s 24 horas, foi realizada a contagem dos naupilos mortos e vivos com auxilio
delupaeiluminacdoincandescente.

Os dados foram analisados com o método estatistico Probitos e foi
determinado o valor da CL,, (concentragdo letal média) com 95% de intervalo de
confianga. As amostras foram consideradas ativas quando a CL,, foi menor que 1000
Mg/mL.

2.6 Avaliacéo da atividade hemolitica

Aavaliacao da atividade hemolitica do extrato e fracdes foi realizada segundo a
metodologia de difusdo em Agar utilizando a técnica descrita por Flach, Karnopp,
Corcao (2005), com adaptacgdes.

Neste teste, papéis Whatmann n° 1 foram distribuidos sobre as placas de agar
sangue, adquiridas na empresa NEWPROV® e em seguida impregnados com
aliquotas de 20 pL das fra¢des anteriormente preparadas, na concentracao de 1000
Mg/mL. Para controle foram utilizados 20 uL dos respectivos solventes puros, aplicados
aos discos. Para o controle positivo foi utilizada uma solugdo de saponina e para o
controle negativo, solugéo salina 0,9%. Os meios foram incubados a 35 °C durante 24
horas. Decorrido este periodo, as placas foram inspecionadas quanto a presenca de
halos de hemdlise (medidos em mm).

2.7 Avaliagao de atividade sobre a enzima Tirosinase

O ensaio da avaliacdo da atividade da enzima tirosinase foi executado de
acordo com os métodos descritos previamente por Miyazawa e colaboradores (2003)
com algumas modificagdes.

Testou-se o extrato bruto em varias concentracdes (100 — 300 - 1000ug/mL)
frente a enzima tirosinase (200 U/mL), em microplaca de 96 pocos. Adicionou-se a
cada pogo 170 uL L-tirosina 1mM ou L-DOPA 1mM, tampao fosfato de potassio 50mM
(pH=6,5), H,0 (10:10:9). Incubou-se a microplaca a 37°C por 30 minutos.
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A quantia de dopacromo proveniente da reacdo da amostra foi determinada
baseada na densidade 6ptica a 490nm usando espectrofotdmetro. O efeito inibitorio da
atividade da tirosinase foi calculado em funcdo da taxa de absorbéancia versus pogo
controle sem o composto ativo. Como controle positivo foi usado acido kojico TmM e
controle negativo agua destilada. (VIRADOR et al., 1999).

Os dados obtidos foram avaliados por analise de variancia entre grupos
(ANOVA - one way) seguidos por teste de Newman-Kewls.

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

No ensaio sistematico fitoquimico foram detectadas as classes de metabdlitos
secundarios apresentadas na Tabela 1.

TABELA 1-Ensaio Sistematico de Analise em Fitoquimica de Helianthus annuus L.

Pesquisa Extrato Alcodlico 20% Extrato Aquoso 20% | Reagao

Leucoantocianidinas X -
Alcaloides -
Flavonoides
Cumarinas

Antraquinonas

X X X X X
+

Esterdis e Triterpenos
Heterosideos Antocianicos
Heterosideos Saponinicos
Heterosideos Cianogenéticos

Gomas, Taninos e Mucilagens

X X X X X

Catequinas

Aminogrupos X +

Observagdes: (-) Resultado Negativo; (+) Resultado Positivo; (+++) Resultado Fortemente Positivo

Pode-se observar que no extrato alcodlico houve indicagédo positiva para a
presenca de cumarinas, esterdis e triterpenos. O resultado da analise do extrato
aquoso indicou a presenca de taninos, catequinas e aminogrupos.

Os resultados obtidos de alguns grupos fitoquimicos como os esterdis,
tripterpenos, cumarinas e aminogrupos coincidem com a composi¢cdo do girassol
descrita na literatura, no entanto, ndo foram encontradas referéncias a presenca de
taninos e catequinas (MACIAS, etal., 2002; HURTADO, et al., 1998).

Os resultados da avaliagdo da capacidade antioxidante estdo apresentados na
Tabela 2. A atividade antioxidante de cada amostra foi calculada em relagéo a vitamina
C erutina consideradas 100%, por serem substancias de potente ag&o antioxidante.
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TABELA 2 —Atividade Antioxidante pela Redugédo do Complexo Fosfomolibdénio

Atividade Antioxidante Atividade Antioxidante
Amostra o
Em relagao a rutina (%) em relagao a vitamina C (%)
Extrato Bruto 371,05 88,76
Fracéo Cloroférmio 97,57 23,34
Fracéo Acetato de Etila 76,08 18,02
Fracdo Hexano 46,75 11,18
Fracao Hidroalcodlica 38,14 9,12

O extrato e as fragdes testadas apresentaram atividade antioxidante por este
método. Comparando os resultados obtidos com o padrao vitamina C observa-se que o
extrato bruto apresentou 88% de atividade antioxidante, um resultado considerado
expressivo. Quando comparada a rutina a fragdo cloroférmio demonstrou atividade
semelhante e, a fragdo acetato mostrou uma atividade de 76%. As fragdes hexano e
hidroalcodlica demonstraram uma atividade baixa em relagado as demais chegando
préximo a 10% de atividade da vitamina C, portanto podem ser consideradas menos
ativas neste teste.

Os resultados também podem ser observados no grafico 1.

Complexo do Fosfomolibdénio

100
88,77

23,92 23,34
33 18,20

i l l . - =
0 . . . . — .
Clo

Vit C Rut Ext Bruto

Acetato Hex Hidroal

GRAFICO 1 - Porcentagem de Inibicdo do Complexo Fosfomolibdénio em relagéo aos
controles Vitamina C e Rutina

A determinagdo da toxicidade frente a Artemia salina tem sido usada de
maneira eficiente para analisar o potencial biolégico de extratos de plantas. Varios
produtos naturais, especialmente substéncias com atividade antifungica, antiviral,
antibacteriana e tripanosomicida, foram avaliados por este método e demonstraram
uma relagéo significativa. E também um ensaio rapido, simples, pratico e de baixo
custo (LEITE etal., 2009).

Neste ensaio foram submetidas amostras do extrato bruto e das fragbes hexano,
cloroférmio, acetato de etila e hidroalcodlica. Os resultados das amostras testadas foram
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submetidos ao teste estatistico Probitos para o calculo da CL,, Os resultados estéo
apresentados natabela 3.

TABELA 3 - Mortalidade de Artemia salina e Dl,,

Mortalidade/Concentragao Intervalo de
Amostra 10 100 1000 CLs Confianga (pg/mL)
o1 (wg/mL) | (ug/mL) | (ug/mL) | (ug/mL) 95%

Fracdo Hexano 0 O 0 0 0 >1000 -
Fracéo Hidroalcodlica 0 O 0 0 0 >1000 -
Extrato Bruto 0 0 1 4 30 119,03 96,01-147,57
Fragéo Cloroformio 0 O 2 3 30 138,76 111,17-173,21
Fracéo Acetato de Etila 0 O 0 30 30 29,3 25,88-33,18
Sulfato de quinidina 0 O 16 10 18 50,12 35,80-70,16

Nota: CL50 = concentragdo média letal; C1 = controle 1, tubos tratados ¢/ agua salgada; C2 = controle 2, tubos tratados ¢/ solvente
doteste

A fracado acetato de etila possui toxicidade significativa frente a este
microcrustaceo, pois 29,3 ug/mL foram capazes de provocar a mortalidade de 50% do
mesmo, valor que corresponde a 41% do controle positivo sulfato de quinidina. Ja o
extrato bruto e a fragédo cloroférmio apresentaram valores semelhantes de CL,, que
correspondem a aproximadamente 2,5 vezes o valor do controle positivo.

A concentracao para uma amostra ser considerada ativa segundo Meyer et al.
(1982) & um valor de CL,, inferior a 1000pg/mL, desta maneira as fragdes hexano e
hidroalcodlica nao apresentaram toxicidade. Os controles feitos com os solventes e a
agua salgada nao apresentaram influéncia sobre os resultados, pois nenhum naupilo
morreu nesta analise.

Os resultados para avaliagdo da atividade hemolitica, em meio de agar
sangue, foram considerados negativos, pois ndo apresentaram o halo de hemolise ao
redor do disco onde as amostras foram aplicadas. Os resultados também foram
negativos para os controles com solvente.

Sabe-se que a hemoglobina livre no organismo pode causar sérias
complicagdes a 6rgaos vitais como rins, coracao e figado (ALVES, 2009). Desta
maneira, esse resultado é relevante, pois somado a outros resultados de avaliagdo de
toxicidade pode-se inferir sobre a seguridade quanto ao uso deste alimento.

O excesso de exposicao da pele a luz ultravioleta esta relacionado com
problemas de pigmentacao, que estdo aumentando conforme a populacao envelhece.
Tanto a hiper quanto a hipopigmentacdo séo tratadas com produtos que contém
substancias despigmentantes, podendo ser de origem sintética ou natural. Os produtos
atualmente utilizados n&o sao totalmente eficazes ou seguros, por este motivo buscam-
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se novos agentes com esta agao, principalmente inibidores de enzimas envolvidas na
melanogénese, como atirosinase (MACRINI et al., 2009).

Nas concentragdes 100, 300 e 1000 uyg/mL avaliadas de extrato bruto, n&o foi
observada interferéncia sobre a atividade da tirosinase, pois os valores obtidos néo
foram significativos quando comparados ao controle.

4. CONCLUSAO

A composicéo fitoquimica dos brotos de girassol tem muito a revelar quanto ao
desempenho dos extratos nos testes realizados e quanto as possiveis atividades
biol6gicas a serem investigadas. A presenga de cumarinas, heterosideos antocianicos
e catequinas podem ser a justificativa para a notavel atividade antioxidante
apresentada pelo extrato etandlico bruto, superando a atividade da Rutina, um
flavonoide de reconhecida atividade antioxidante. Apesar do extrato etandlico bruto ter
sido considerado toxico frente a Artemia salina, a literatura reporta que amostras que se
revelaram toxicas para este microcrustaceo sao potencialmente bioativas em ensaios
de atividade antitumoral e atividade pesticida. O extrato bruto e fracbes dos brotos ndo
danificaram os eritrécitos, sendo um indicativo de seguranga para o uso humano.

Este conjunto de resultados demonstra a necessidade de investigagcbes
futuras em relacdo a toxicidade e de novas atividades biolégicas pelo potencial
antioxidante apresentado, além do isolamento e identificagdo de substancias que
justifiquem tais atividades e investigagdes nutricionais que justifiquem o beneficio do
consumo do broto de girassol.
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