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RESUMO - A semente de girassol (Helianthus annuus L.) € considerada uma
oleaginosa de elevado valor nutricional. No entanto, o alto teor de compostos fendlicos
presente na semente do girassol, restringe a utilizacdo do farelo, obtido do processo
de extracdo do Oleo. Este trabalho objetivou extrair os compostos fendlicos do farelo
desengordurado antes do seu fracionamento em concentrado proteico e fibroso. Para
tal foram testadas trés tipos de solugdes extratoras: etanol 70%, bissulfito de sédio
0,1% e mistura etanol 70% e bissulfito de sodio 0,1% (70:30 v/v). O concentrado
proteico de maior conteudo em proteinas (88,14%) foi resultante da extracdo com
etanol, enquanto a maior concentracdo de fibras (76,06%) foi resultante da extracao
com bissulfito de sodio. A mistura de solventes apresentou um comportamento
intermediario para o conteudo de fibras (54,74%), enquanto o teor de proteinas
(78,22%) foi similar da extragcdo com bissulfito de sodio (78,31%). A avaliacdo do
extrato rico em polifendis mostrou que 0 mesmo ndo apresenta atividade
antiproliferativa das células tumorais humanas cultivadas in vitro, indicando a
inexisténcia de acdo de natureza citotoxica. O melhor desempenho em reduzir os
compostos fenodlicos ocorreu na extracdo da mistura de etanol/bissulfito, pois
apresentou um concentrado proteico com o menor teor de fendlicos (33,78mg/100g) e,
por isso a coloracdo mais clara que as demais amostras. As solucdes extratoras
resultaram em concentrados de composic¢éo fisico-quimica diferenciadas, com teores
reduzidos de compostos fendlicos, que podem ser direcionadas para diferentes

aplicacdes tecnoldgicas.
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ABSTRACT - The sunflower seed (Helianthus annuus L.) is considered an oilseed with
great nutritional value. However, the high content of phenolic compounds in seeds of
sunflower restricts their use. This study has the main objective the extraction of the
phenolic compounds from the defatted sunflower meal, before its division into protein
concentrate and fibrous. Three different extract solutions were tested: 70% ethanol,
0.1% sodium bisulfite, and mixing 70% ethanol and 0.1% sodium bisulfite solution
(70:30 v/v). The protein concentrate with higher protein content (88.14%) was resulted
of the extraction with ethanol, while the highest concentration of fiber (76.06%) resulted
from the extraction with sodium bisulfite. The solvent mixture showed an intermediate
behavior for the fiber fraction (54.74%), while the protein content (78.22%) was similar
with the extraction with sodium bisulfite (78.31%). The evaluation of the extract rich in
polyphenols showed that it has not anti proliferative activity in human tumor cells
cultured in vitro, indicating no cytotoxic action. The best performance in reducing the
phenolic compounds occurred with the mixture of ethanol/bisulfite, it showed a phenolic
concentrate with the lowest phenolic content (33,78mg/100g) and that is why it has a
lighter color when compared with the samples. The extraction resulted in differentiated
physical and chemical composition concentrated, with low levels of phenolic

compounds, which can be used to different technological applications.
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1 INTRODUCAO

O principal destino da semente do girassol (Helianthus annuus L.) € para extracao
do dleo, tanto em induastrias de alimentos como para producdo de biodiesel. Desta
extracdo é gerado, o farelo ou a torta, atualmente utilizado apenas na fabricacédo de
ragdo animal. Os coprodutos resultantes do processamento do Oleo de girassol
apresentam elevado teor proteico e com um tratamento adequado poderiam ser
utilizados na alimentacdo humana, como um destino sustentavel aos residuos da
industria (LOMASCOLO et al., 2012).

A principal restricdo a utilizacdo da proteina de girassol na alimentacdo humana é
seu elevado teor de compostos fendlicos, que resulta em um produto de coloracéo
verde escura, de baixa qualidade nutricional, sabor adstringente e consequentemente,

valor comercial reduzido. Os compostos fendlicos ocasionam reducéo da solubilidade
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das proteinas globulares, condicdo primordial para sua utilizagdo como ingrediente
funcional (SALGADO et al., 2011).

A reacgdo de escurecimento do farelo ocorre pela acdo das polifenoloxidases, que
ocasionam a oxidagao dos polifendis que interagem com a proteina, através de ligacédo
covalente, pontes de hidrogénio, interagdo ibnica ou hidrofébica. Ocorre ainda,
oxidagcdo dos compostos fendlicos para quinonas, reduzindo assim a qualidade
nutricional do produto (ZILIC et al., 2010).

Varias estratégias tém sido utilizadas para tentar reduzir a presenca dos
compostos fendlicos em produtos proteicos do girassol. Os principais esfor¢os estdo
baseados nos seguintes principios: 1) extracdo com misturas de solventes organicos e
agua, 2) extracdo com solugbes aquosas acidas salinas e ou agentes redutores, 3)
filtracdo em membrana, 4) remog¢&o por co-precipitacdo através da complexa¢cdo com
compostos ndo proteicos ou pigmentos, e 5) combinacdo destes procedimentos
(GONZALEZ-PEREZ et al., 2007).

Esse estudo consiste na avaliagéo de diferentes solugbes para extracdo previa dos
compostos fendlicos do farelo desengordurado e, posteriormente, seu fracionamento
em concentrado proteico e fibroso. Desta forma, de acordo com as caracteristicas
fisico-quimicas das fragbes poderdo ser direcionados para diferentes aplicacdes

tecnoldgicas como ingrediente alimentar.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Matéria prima

As sementes de girassol foram fornecidas pela empresa Heliagro Agricultura e
Pecuaria Ltda. Foram descascadas em um equipamento quebrador/descascador
cinético QC-300, que possibilitou trabalhar apenas com sementes totalmente
descascadas, inteiras e sem nenhum tipo de impurezas. O farelo desengordurado foi
obtido por extracdo por Soxhlet com hexano a temperatura de 25T por 9 horas, na

proporcéo 1:5 (farelo:hexano).
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2.2 Caracterizacdo da matéria—prima, farelo desengo rdurado e fracdes.

As sementes, améndoas, casca, farelo desengordurado e seus fracionados foram
caracterizados quanto a composicao centesimal segundo metodologia oficial da AOAC
(HORWITZ, 2010). O teor de carboidratos foi calculado por diferenca. Os compostos
fendlicos foram determinados segundo a metodologia de Kim et al. (2003), utilizando

para construcdo da curva padrdo o acido géalico (mg EAG/100g amostra).

2.3 Fracionamento do farelo desengordurado

Para o fracionamento do farelo, os compostos fendélicos foram os primeiros a
serem extraidos. Foram utilizadas 3 tipos de solucdes extratoras e obtido 3 fracdes:

concentrado proteico, farelo fibroso e um extrato rico em polifendis.

2.4 Concentrado proteico sem extracdo de compostos fendlicos — Controle

O farelo de girassol desengordurado foi disperso em &gua destilada na
proporcao 1:10(p/v), o pH ajustado para 9,0 com NaOH 2N e deixado em agitacédo
magneética por uma hora. A seguir foi centrifugado a 9.820g, por 20 minutos a 20°C. O
sobrenadante foi coletado e o precipitado foi submetido a uma nova extracdo de
proteinas, como descrito acima. O processo resultou em uma parte liquida
(sobrenadante, rico em proteinas) e outra residual (precipitado, rico em fibras). O
precipitado teve seu pH ajustado para 7,0 e liofilizado para analises posteriores. Os
sobrenadantes ricos em proteina da 1° e 2° extracdo foram misturados e filtrados e
tiveram o pH ajustado para 4,5. Apés repouso de 1h foi centrifugado (9820g; 20

min;20°C), congelado e liofilizado.

2.5 Concentrado proteico com extracdo prévia de com  postos fendlicos

Para obtencdo de um concentrado proteico com baixo teor de compostos
fendlicos foi realizada uma extracdo previa destes compostos. Foram utilizadas trés
tipos de solucdes extratoras: 1) etanol 70%, 2) bissulfito de sédio 0,1% e 3) mistura de
bissulfito de sddio 0,1% com etanol 70% na proporcdo 30:70 (v/v), antes da extracao

alcalina das proteinas, como descrito acima (item 2.4).
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2.6 Avaliacao da atividade citotoxica do extrato ri  co em polifendis

O extrato rico em polifendis foi avaliado, quanto a sua citotoxidade, pelo estudo
da atividade antitumoral com células humanas em ensaios “in vitro”, de acordo com a
metodologia recomendada pelo Instituto Nacional do Cancer. Foram utilizadas as
seguintes linhagens de células tumorais humanas: U251(glioma), MCF-7 (mama),
UACC-62 (melanoma), NCI-ADR (mama com fenétipo resistente), NCI-460 (pulmé&o),
PCO-3 (préstata), HT-29 (célon), OVCAR (ovério), 786-0 (rim), K-S 62 (leucemia).
Estas linhagens foram cultivadas em RPMI com 5% de soro fetal bovino inativado em
atmosfera de 5% de CO, a 37°C e ambiente imido de acordo com as metodologias de
Monks et al (1991) e Shoemaker (2006). As analises realizadas no CPQBA da
UNICAMP.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao fisico-quimica parcial das amost  ras.

A Tabela 1 apresenta a composi¢cdo centesimal da amostra de sementes de
girassol, améndoas, cascas e farelo desengordurado, assim como o contetdo de
polifendis expressos em mg de equivalentes de &cido galico (EAG)/100g amostra.

Tabela 1. Composi¢cédo quimica parcial da semente integral (améndoa com casca), améndoa,
cascas e farelo desengordurado de girassol, em base seca (bs).

Componentes Semente Améndoa Cascas Farelo
(9/100g) Integral desengordurado
Sélidos totais 92,57(0,23)  96,36(0,27)  90,58(0,19) 90,58(0,12)
Lipideos 47,53(0,12)  62,50(0,19) 6,80(0,11) 5,65(0,37)
Proteina 16,78(0,11)  20,07(0,13) 5,59(0,09) 42,24(0,26)
Cinzas 2,58(0,09) 2,75(0,03) 3,31(0,04) 6,65(0,15)
Fibra Alimentar 22,46(0,14) 2,57(0,01) 39,56(0,15) 28,30(0,18)
Carboidratos 10,65 12,10 44,72 15,37(0,37)

Compostos fendlicos * 710,00(0,19) 1100,00(0,03) 820,00(0,03) 1.920,00(0,04)

Valores entre parénteses correspondem ao desvio padrdo da média das triplicatas. *
expressos em mg equivalentes de acido Galico (EAG)/100 g.

Na semente integral a maior porcentagem dos componentes avaliados foram
os lipideos, na ordem de 47,53%. Podemos destacar na améndoa, teores elevados de

lipideos (62,50%) e uma pequena elevagéo nos teores de proteinas (20,07%), reducao
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das fibras e aumento dos compostos fendlicos, quando comparado com a semente
integral, devido a retirada das cascas. As cascas da semente apresentaram elevado
teor de carboidratos que incluindo a fracdo de fibras foi superior a 80%. O farelo
desengordurado por apresentar seu conteudo lipidico reduzido em aproximadamente
88%, mostrou a elevacdo dos demais teores da composicdo centesimal. Os
compostos fenodlicos foram concentrados no farelo desengordurado, apontando a

necessidade de tratamento para reduzir esta contaminacao indesejada.
3.2 Fracionamento do farelo de girassol desengordur ~ ado

3.2.1 Obtencédo da fracéo rica em polifendis e suaa valiagdo biologica

O extrato rico em polifendis extraido em etanol apresentou elevada capacidade
antioxidante (153,61mMTrolox/g). O extrato foi liofilizado e avaliado com relacdo a sua
capacidade antiproliferativa em células tumorais humanas de diferentes linhagens. Os
resultados mostraram que ndo houve uma agao citotoxica as células e o crescimento
foi mantido ao longo do cultivo para todas as linhagens testadas (Fig 1). A Figura 1A
mostra a morte celular decorrente do uso da droga dexorrubicina, (citotdxica), onde a
dose utilizada reduziu o nimero de células viaveis abaixo da linha (zero). A Figura 1B,
referente a aplicagéo do extrato, mostra que a contagem permaneceu constante e bem
acima do ponto de morte celular delimitado pela linha (zero).

Doxorrubicina

130715 - extrato hidrossoltvel polifenéis

100 + 1004 #——

75+ 754

2 J
< s0 50
5] |
E B
o 254 25
O ] J
o
g o 0
Q B
E ]
Q 254 254 e-uws
) NCI/ADR-RES —¥- MCF7
6 T 786-0 y;:ﬁ\{g«DRrRES
504 <+ ';(c:!QHASD 504 —@- NCI-H460
PC3
e ] oo
-75 —@—K-562 -75 HT29
—&@ K562
1 o raca 1 —@— HaCaT
-100 H 1004
Fr— T
T T T T T
10° 102 005 44t 025 100 25 10 25 10° 102 101025  10° 25 10" 25 10? 250
Concentragaoug/mL) Concentragaquy/mL)

Figura 1. Capacidade antiproliferativa em células tumorais humanas de diferentes
linhagens: U251(glioma), MCF-7 (mama), UACC-62 (melanoma), NCI-ADR (mama com
fenétipo resistente), NCI-460 (pulméo), PCO-3 (préstata), HT-29 (c6lon), OVCAR (ovéario), 786-
0 (rim), K-S 62 (leucemia)



8° Congresso Interinstitucional de Iniciacdo Cientific a— CIlIC 2014
12 a 14 de agosto de 2014 — Campinas, Sao Paulo

3.3 Obtencéo dos concentrados proteicos e fibrosos

O concentrado proteico controle obtido pelo método convencional em solucéo
alcalina (pH 9) e precipitacdo no ponto isoelétrico (pH 4,5) foi avaliado com relagéo a
coloracao, aos obtidos com diferentes solu¢cdes extratoras (Fig.2). As determinacfes

quimicas parciais estdo apresentadas na Tabela. 2.

Figura 2. Concentrados proteicos sem pré-extracdo dos compostos fendlicos - controle (1)
e com pré-extracdo utilizando: etanol 70% (2), bissulfito de sédio 0,1% (3) e mistura de
bissulfito de sédio 0,1% com etanol 70% na propor¢éo 30:70 (v/v) (4).

Tabela 2: Determinacao de proteina, fibra alimentar, solidos totais e compostos fendlicos dos
concentrados proteicos e fibrosos em base seca (bs)

TIPO EXTRACAO COMPONENTES (%)
Comp. Fendlicos
ETANOL Proteina  Sélidos Totais Fibra Alimentar ~ (EAG/100g)
Concentrado Fibros o 41,76 92,9959 37,44
Concentrado Proteico 88,14 93,2174 47,59
Comp . Fendlicos
BISSULFITO DE SODIO  %Proteina Soélidos Totais ~ %Fibra Alimentar (EAG/100g)
Concentrado Fibros o 13,98 90,7348 76,06
Concentrado Proteico 78,31 95,3235 128,8
Comp. Fendlicos
MISTURA %Proteina Soélidos Totais  %Fibra Alimentar (EAG/100g)
Concentrado Fibros o 25,78 92,3086 54,74
Concentrado Proteico 78,22 94,594 33,78

A concentracdo de proteina dos concentrados (Tabela 2) apresentou valores
diferenciados, podendo o solvente ter afetado as caracteristicas de distribuicdo de
cargas e conformacao estereoquimica das proteinas e deste modo ter influenciado na
sua solubilizacdo em pH alcalino. A solugéo de bissulfito apresentou um efeito “salting
in”, aumentando a solubilidade e interferindo na precipitagdo da proteina no ponto
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isoelétrico, consequentemente resultou em menor rendimento de obtencdo do

concentrado proteico.
4 CONCLUSAO

O método de extracdo previa dos compostos fendlicos foi eficiente em produzir
concentrados proteicos de coloracdo mais clara e menor conteudo de polifendis
ligados as proteinas. O solvente mais eficiente para o fracionamento conjunto foi o
bissulfito de sddio. Considerando potencial uso do extrato polifendlico e concentrados
proteicos e fibrosos de girassol na alimentacdo, os estudos com células contribuiram
para mostrar sua a¢ao nao citotoxica no organismo humano, podendo ser usado com

seguranca.
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