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RESUMO

O consumo de compostos antioxidantes estd associado ao consumo de frutas e
hortalicas e a baixa ingestdo destes é relatada em diversos estudos como um dos fatores de
risco para o desenvolvimento de Doencas Cronicas N&do Transmissiveis (DCNT). Os
antioxidantes sdo compostos quimicos que podem prevenir ou diminuir os danos oxidativos
de lipidios, proteinas e &cidos nucleicos causados por espécies reativas de oxigénio (EROs).
As pequenas frutas (berries), como morango, amora, framboesa, groselha entre outras,
ganham destaque por seu potencial antioxidante. Os berries apresentam uma série de
bioativos, entre eles podemos destacar os compostos fendlicos como os cidos fendlicos, o0s
flavonoides, taninos e estirenos; os carotenoides como os carotenos e as xantofilas; bem como
alguns &cidos organicos como &cido citrico, acido malico e &cido ascorbico. A quantidade dos
compostos bioativos nas frutas variam conforme a cultivar utilizada, estagio de maturacéo,
clima, solo e tipo de processamento empregado apds a colheita. O objetivo com este estudo
foi verificar o potencial antioxidante de extratos de amora e framboesa, de diferentes
cultivares e estagios de maturacdo. Para tal, foram utilizados métodos espectrofotométricos e
a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para a caracterizacdo dos compostos e 0s
métodos DPPH e ABTS para Atividade Antioxidante Total (AAT), bem como testes de
viabilidade celular (MTT) e de citotoxicidade (6xido nitrico e mieloperoxidase (MPQ)). O
método cromatografico utilizado neste estudo foi validado, e a partir das analises de
flavonoides individuais, a aglicona principal encontrada para todas as cultivares de amora-
preta estudadas (‘Cherokee’, ‘Guarani’, ‘Tupy’ e ‘Xavante’) foi a quercetina. Cada cultivar de
amora apresentou um comportamento distinto quanto ao teor de Compostos Fendlicos Totais
(CFT), antocianinas e flavonoides entre os estagios de maturacdo verde, semi-maduro e
maduro. Entre as framboesas a cultivar ‘Heritage’ demonstrou melhores teores de compostos
bioativos comparados a ‘Fallgoald’. Os frutos de framboesa no estdgio maduro sdo indicados
guando os compostos de interesse forem flavonoides e antocianinas e no estagio verde quando
0 composto de interesse for CFT para esta cultivar. Ndo foi possivel identificar as cultivares
com melhor potencial antioxidante, pois diferentes componentes da amostra podem ter
apresentado maior afinidade de sequestrar o radical ABTS e outros mais eficientes para o
radical DPPH. No entanto, foi possivel identificar para cada cultivar, o estagio de maturacédo
onde o composto antioxidante de interesse encontra-se em maior quantidade. Bem como,
correlacionar o efeito antioxidante com os compostos bioativos, mostrando que esta relacdo
foi com o teor de CFT, ou seja, um efeito sinérgico dos compostos estudados. O extrato de
amora da cultivar ‘Xavante’ no estdgio maduro, ndo apresentou citotoxicidade, aumentou a
viabilidade celular e nas concentracbes de 25, 50 e 100ug/mL ndo apresentou danos
oxidativos as células e as concentragcfes 25, 100 e 250ug/mL reduziram significativamente a
atividade da MPO. O extrato de framboesa da cultivar ‘Heritage’ no estdgio comercial,
aumentou a viabilidade celular e as concentragbes de 25, 50, 100, e 250ug/mL né&o
apresentaram danos oxidativos as células tratadas por 24 horas. As concentracbes 50 e
100ug/mL foram capazes de reduzir significativamente a enzima MPO. Ou seja, a amora-
preta e a framboesa vermelha apresentaram potencial para uso terapéutico, sugerindo-se assim
mais estudos in vivo.

PALAVRAS-CHAVE: Berries. Estresse oxidativo. Compostos fendlicos. Nutracéutica.



ABSTRACT

The consumption of antioxidant compounds is associated with the consumption of fruits and
vegetables and their low intake is reported in several studies as one of the risk factors for the
development of chronic noncommunicable diseases (CNCD). Antioxidants are chemical
compounds that can prevent or lessen the oxidative damage of lipids, proteins and nucleic
acids caused by reactive oxygen species (ROS). Berries are highlighted by their antioxidant
potential, they present a series of bioactive compounds, among them we can highlight
phenolic compounds such as phenolic acids, flavonoids, tannins and styrenes; carotenoids
such as carotenes and xanthophylls; as well as some organic acids such as citric acid, malic
acid and ascorbic acid. The amount of bioactive compounds in fruits varies according to the
cultivar, stage of maturation, climate, soil and type of processing used after harvest. The
objective of this study was to verify the antioxidant potential of blackberry and raspberry
extracts from different cultivars and maturation stages. We used spectrophotometric methods
and high performance liquid chromatography (HPLC) for the characterization of the
compounds and the DPPH and ABTS methods for Total Antioxidant Activity (AAT), as well
as cell viability (MTT) and cytotoxicity tests (nitric oxide and myeloperoxidase (MPQ)). The
chromatographic method used in this study was validated, and from the analyzes of individual
flavonoids, the main aglycone found for all the cultivars of blackberry studied (‘Cherokee’,
‘Guarani', 'Tupy' and "Xavante') was quercetin. Each cultivar of blackberry presented a distinct
behavior regarding the content of Total Phenolic Compounds (CFT), anthocyanins and
flavonoids between the stages of unripe, semi-ripe and ripe. Among the raspberries the
'Heritage' cultivar showed better bioactive compounds compared to 'Fallgoald’. Ripe raspberry
fruits are indicated when the compounds of interest are flavonoids and anthocyanins and in
the unripe stage when the compound of interest is CFT for this cultivar. It was not possible to
identify the cultivars with the best antioxidant potential, since different components of the
sample may have a higher affinity to sequester the ABTS radical and others more efficient for
the radical DPPH. However, it was possible to identify for each cultivar the stage of
maturation where the antioxidant compound of interest is in greater quantity. As well as,
correlate the antioxidant effect with the bioactive compounds, showing that this relationship
was with the CFT content, that is, a synergistic effect of the compounds studied. The ripe
‘Xavante’ cultivar blackberry extract showed no cytotoxicity, increased cell viability, and at
concentrations of 25, 50 and 100 ug / ml showed no oxidative damage to the cells and the
concentrations 25, 100 and 250 ug / ml significantly reduced the MPO activity. Raspberry
extract from ‘Heritage’ cultivar at the ripe stage increased cell viability and concentrations of
25, 50, 100, and 250 ug / mL did not present oxidative damage to treated cells for 24 hours.
Concentrations of 50 and 100ug / mL were able to significantly reduce the MPO enzyme.
That is, blackberry and red raspberry presented potential for therapeutic use, thus suggesting
further in vivo studies.

KEYWORDS: Berry. Oxidative stress. Phenolic compounds. Food analysis.
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1. INTRODUCAO

O consumo de compostos antioxidantes estd associado ao de frutas e hortaligas, e a baixa
ingestdo destes é relatada em diversos estudos como um dos fatores de risco para o
desenvolvimento de Doengas Crénicas Nao Transmissiveis (DCNT) (OLIVEIRA-CAMPOS et al.,
2013; SILVA; FIGUEIREDO; SOARES, 2016; VIANA et al., 2016). O aumento do consumo de
frutas e hortalicas de 18,2% (2010) para 24,3% (2022) estd no Plano de Agdes Estratégicas para o
Enfrentamento das DCNT no Brasil, pois essas doencas como o diabetes, a hipertenséo e o cancer,
por exemplo, constituem o problema de salde de maior magnitude e correspondem a cerca de 70%
das causas de mortes no pais (BRASIL, 2011).

Os antioxidantes sdo compostos quimicos que podem prevenir ou diminuir os danos
oxidativos de lipidios, proteinas e acidos nucleicos causados por espécies reativas de oxigénio
(EROs). O organismo humano possui dois sistemas de defesa antioxidante, o enddgeno constituido
pelas enzimas (catalase, glutationa peroxidase e superoxido dismutase) presentes no organismo,
responsaveis pelo metabolismo e controle da homeostasia deste. E o sistema antioxidante exdgeno,
referente a compostos bioativos ingeridos via dieta tais como acido ascérbico, carotenoides e 0s
compostos fendlicos, que sdo encontrados em diferentes concentracbes em frutas e hortaligas
(FREIRE et al., 2013).

As pequenas frutas (berries), especialmente as frutas vermelhas, como morango, amora,
framboesa, groselha entre outras, ganham destaque por seu potencial antioxidante. Dentre 0s
compostos bioativos encontrados nessa classe de frutas temos os flavonoides, subclasse flavondis
(quercetina, miracetina, kaempferol), os &cidos organicos (acidos citrico e malico) e o &cido
ascorbico (vitamina C) (MILIVOJEVIC et al., 2013).

A quantidade dos compostos bioativos presentes nas frutas variam conforme a cultivar
utilizada, estagio de maturacdo, clima, solo e tipo de processamento empregado apds a colheita
(MILIVOJEVIC et al., 2013; PINELIL 2009; RODRIGUEZ-AMAYA et al., 2008; ZIA-UL-HAQ et
al., 2014).

Estudos realizados com diferentes cultivares de amora encontraram diferenga na composicao
de compostos bioativos e na atividade antioxidante entre as cultivares (CELANT et al., 2016;
GUEDES et al., 2014). No estudo realizado por Celant et al. (2016) o teor de compostos fendlicos,
antocianinas e flavonoides, bem como a capacidade antioxidante de amora-preta produzidas sob as

mesmas condigdes apresentaram variagdes entre as cinco cultivares avaliadas. Guedes et al. (2014)



15

também encontraram diferenca na composicdo de compostos fenolicos e do potencial antioxidante
ao estudar diferentes cultivares de amora-preta e vermelha. A variagdo nos teores de flavonoides
nestes frutos é influenciada pelo gendtipo, permitindo através de melhoramento genético o
desenvolvimento de materiais com concentracGes elevadas de flavonoides e, portanto, maiores
propriedades nutracéuticas (GUEDES et al., 2014).

Em relacdo a composicdo de compostos fendlicos e capacidade antioxidante em diferentes
estagios de maturacdo, Soutinho et al. (2013) verificaram evolucbes diferentes para as trés frutas
estudadas (mirtilo, groselha e framboesa). No inicio da maturacdo a groselha apresentava um valor
de compostos fendlicos totais superiores em relacdo aos outros dois frutos. Porém, foi observado
uma tendéncia para diminuicdo desses valores. Ao longo da maturacdo do fruto, o teor em
compostos fendlicos totais manteve-se aproximadamente constante para a framboesa e para o
mirtilo. Os valores de atividade antioxidante para framboesa, no final da maturacdo, foram
semelhantes ao inicio da maturacdo. Na groselha os valores de atividade antioxidante diminuiram
50% ao longo da maturacdo. E os extratos de mirtilo apresentaram valores mais elevados (17 a
55%) quando comparados com o inicio do periodo de maturacdo (SOUTINHO et al., 2013).

A partir dos estudos citados acima percebe-se a grande variacdo no conteddo de compostos
bioativos entre as cultivares de uma mesma fruta, bem como nos diferentes estagios de maturacao
da mesma cultivar. No geral, ndo se observa na literatura um padrdo de comportamento quanto aos
teores de compostos bioativos e da capacidade antioxidante ao longo do periodo de maturacdo das

frutas, o que pode indicar um comportamento distinto para cada espécie e cultivar frutifera.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 OBJETIVO GERAL

Verificar o potencial antioxidante de extratos de amora e framboesa, de diferentes cultivares

e estagios de maturacao.

1.1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

+ Caracterizar 0s compostos bioativos presentes nos berries por métodos
espectrofotométricos e por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE);
» Verificar as cultivares com melhor potencial antioxidante;

+ Identificar o periodo de maturacao ideal quanto aos niveis de antioxidantes;
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« Avaliar a atividade antioxidante in vitro utilizando diferentes métodos;
» Correlacionar o efeito antioxidante com os niveis de compostos bioativos;
» Testar o efeito de extratos de berries sobre a viabilidade celular, producédo de 6xido

nitrico e atividade da enzima mieloperoxidase em células polimorfonucleares.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 ESTRESSE OXIDATIVO

No organismo humano saudavel, ha um equilibrio entre a producgdo de espécies reativas e
antioxidantes. Em doencas, pode ocorre um desequilibrio entre a producdo de espécies reativas e
antioxidantes, o denominado estresse oxidativo (OU; NEMZER, 2014).

O estresse oxidativo é caracterizado por uma intensa sobrecarga de radicais livres, que
pode ser extremamente lesiva as estruturas celulares, com consequéncias tumorigénicas. A lesdo
oxidativa de material genético, também possui estreita relacdo com a tumorigénese (GOMES,
2007). O estresse oxidativo causa oxidacdo de biomoléculas com desequilibrio homeostatico ou
perda de suas fungdes biologicas, ocasionando danos em células e tecidos. Os lipidios das
membranas celulares sdo os principais alvos do ataque por radicais livres (GIL-CHAVEZ et al.,
2013; YIN; XU; PORTER, 2011).

Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) é um termo coletivo utilizado para designar
moléculas altamente reativas resultantes do metabolismo do oxigénio, incluindo radicais livres,
como o anion superéxido (O2Y), os radicais hidroxila (OH), peroxila (RO2) e hidroperoxila (HRO2),
assim como espécies que nao possuem radicais livres, mas que sao agentes oxidantes e podem gerar
radicais, como o perdxido de hidrogénio (H202) e o oxigénio singlete (:02) (EVANS et al., 2002;
WISEMAN; HALLIWELL, 1996).

As EROs promovem uma reacdo em cadeia que acontece em trés etapas. A primeira
etapa € a iniciacdo, caracterizada pela formacdo da ERO, ou seja, fotossensibilizacdo, derivactes
metabolicas do oxigénio, a segunda etapa é a propagacao, que ocorre quando a ERO reage com um
substrato, e a Gltima etapa, término, que é a interrup¢do da reacdo em cadeia (GROSSWEINER,
2007).

Durante o metabolismo aerébico em células normais, adenosina trifosfato é gerado e o
oxigénio é reduzido a agua. No entanto, este processo ndo é perfeito e como resultado séo
produzidos subprodutos toxicos na forma de EROs, espécies reativas de nitrogénio (ERNSs) e
espécies reativas de cloro (ERCs) (OU; NEMZER, 2014). Na figura 1, esta representado um

fluxograma da formacdo de EROs e ERNS.
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Figura 1. Geracdo de espécies reativas de oxigénio / nitrogénio.
Fonte: Adaptado Prior; Sintara; Chang, 2016.

2.2 COMPOSTOS BIOATIVOS EM BERRIES E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os berries apresentam uma série de compostos bioativos, entre eles podemos destacar 0s
compostos fendlicos como os &cidos fendlicos, os flavonoides, taninos e estirenos; os carotenoides
como o0s carotenos e as xantofilas; bem como alguns acidos organicos como acido citrico, acido
malico e acido ascorbico, figura 2 (MANGANARIS et al., 2014; MILIVOJEVIC et al., 2013).



19

Compostos . . o
E) . Vitaminas Carotendides
fendlicos

Acidos o sid : .
fendlicos avonoides Taninos Estilbenos
Flavonois
Acidos organicos

Acido (Quercetina,
Fonte: adaptado Manganaris et al, 2014.

cindamico miracitina e
kaempferol)

Acido Antocianinas
benzoico e

(Ac. elagico) Antocianidinas

Figura 2. Compostos bioativos em berries.

De Souza et al. (2014) avaliaram os compostos bioativos de berries produzidos nas areas
subtropicais do Brasil e compararam com dados da literatura, o teor de compostos fenolicos
variaram de 305,38 a 850,52mg GAE/100 g. A amora-preta (850,52mg GAE/100 g) e 0 morango
(621,92mg GAE/100 g) puderam ser classificados com elevada concentracdo de fendis, segundo a
classificacdo de Vasco, Ruales e Kamal-Eldin (2008) que considera alto, valores acima 500mg
GAE/100 g. Os compostos fendlicos sdo estruturas quimicas que apresentam hidroxilas e anéis
aromaticos, nas formas simples ou de polimeros, que os confere o poder antioxidante (ANGELO;
JORGE, 2007).

Ao avaliar o perfil bioquimico e a capacidade antioxidante de seis espécies de quatro
géneros diferentes de berries, Milivojevic et al. (2013), encontraram grande variabilidade quanto ao
teor de flavondis. As groselhas se destacaram com o maior teor médio de mirecetina em groselha
preta 'Ben Sarek' e V. myrtillus, enquanto os valores mais elevados de quercetina foram observados
em groselhas pretas, morango selvagem e mirtilo 'Bluecrop' (mais de 4 pg g*FW) (MILIVOJEVIC
etal., 2013).

Os flavonoides apresentam propriedades antioxidantes e quelantes, inativam as EROs,
atuando contra a oxidacdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e melhorando a inflamacéo

dos vasos sanguineos. Estes também reduzem a atividade das enzimas xantina oxidase e a
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nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase, enzimas que estimulam a producdo de EROs
(MAJEWSKA-WLWRZBICKA; CZECZQOT, 2012).

Em trabalhos conduzidos por outros autores, verifica-se que a capacidade antioxidante em
frutas esta correlacionada principalmente com o teor de compostos fendlicos totais (BAGETTI et
al., 2011; MILIVOJEVIC et al., 2013; SEGANTINI et al., 2015). Em framboesas vermelhas as
propriedades antioxidantes estdo associadas ao elevado conteudo de &cidos fenolicos, acido elagico,
antocianinas e elagitaninos. Antocianinas e elagitaninos sdo os principais compostos fendlicos,
representando praticamente 85% do conteudo total, e estes sdo responsaveis por 50% do poder
antioxidante (BRADISH et al., 2012). O principio da atividade antioxidante é baseado na
disponibilidade de elétrons para neutralizar os radicais livres. Além disso, a atividade antioxidante
esta relacionada com o numero e a natureza do padrdo de hidroxilagdo no anel aromético e a
capacidade de atuar como doador de hidrogénio. A inibicdo da oxidacdo melhora com o aumento do
nimero de grupos hidroxil no anel de fenol (GULCIN, 2012).

A amora se destaca entre os berries avaliados por De Souza et al. (2014) por exibir a maior
atividade antioxidante e os mais altos niveis de fendis, flavonoides, antocianinas e carotenoides.
Existem, aproximadamente, 600 carotenoides encontrados na natureza, os quais sdo constituidos por
dois grandes grupos, denominados: (1) carotenos, que consistem em hidrocarbonetos puros; e (2)
xantofilas, hidrocarbonetos que possuem grupos funcionais oxigenados (HAEGELE et al., 2000).
Os carotenoides tem potencial antioxidante por impedirem a propagacdo da reacdo em cadeia
promovida por EROs. Estes promovem a cessacdo, servindo como substrato para as EROs ou
produtos desencadeantes, provenientes de uma reacdo de uma ERO com um substrato, para que nao
sejam formados novos produtos desencadeantes que dariam continuidade a reacdo em cadeia
(GOMES, 2007).

Jacques et al. (2015) analisaram os compostos bioativos de Amora-preta (rubus fruticosus)
‘Tupy’, da safra de 2010 de uma area experimental do municipio de Pelotas-RS. O teor de
compostos fenolicos totais foi de 709,98 mg.100g, antocianinas totais 110,73 mg.100g, acido
ascorbico 1,08 mg.100g™ e tocoferdis totais 0,87 mg.100g%, a quantidade muito baixa de tocoferois
pode ser explicado pelo baixo contetdo de gordura presente nesse fruto (JACQUES et al., 2015).

Quanto aos acidos organicos em berries, Milivojevi¢ et al. (2013), encontraram como
principal acido orgéanico o acido citrico, sendo encontrado acido malico em quantidades duas vezes
mais baixas em todos os morangos e mirtilos testados. Framboesas e groselhas apresentaram
quantidades de acido citrico trés vezes maiores do que o acido malico, enquanto que em groselhas

pretas essa razdo foi de 5: 1. No entanto, a quantidade de acido mélico foi dominante em amoras.
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Os berries foram apontados ainda como ricas fontes de vitamina C, por apresentarem valores
médios acima de 40 mg por 100 g de peso fresco (MILIVOJEVIC et al., 2012 e 2013). Os
antioxidantes adquiridos através da dieta, como a vitamina C, sdo extremamente importantes
na intercep¢do dos radicais livres oriundos de processos oxidativos (KITTS, 1997). A atividade
antioxidante da vitamina C envolve a transferéncia de um elétron ao radical livre e a
consequente formacdo do radical ascorbato (ROSA et al., 2007). Além disso, a vitamina C é capaz
de agir em sinergismo com a vitamina E e de agir na regeneracdo desta. Enquanto a vitamina C é
um importante antioxidante solivel em agua, que em fluidos extracelulares € capaz de neutralizar
EROs na fase aquosa antes que eles possam atacar lipidios. A vitamina E € um importante
antioxidante lipossolUvel, que age como o antioxidante de quebra de cadeia dentro da membrana
celular e desempenha um papel importante na protecdo dos &cidos graxos da membrana contra a
peroxidacao lipidica (PRIOR, 2015).

2.3 AMORA E FRAMBOESA

A amora (Rubus sp) pertence a familia Rosaceae, género Rubus e subgénero Eubatus. As
amoras sdo frutos compostos, constituidos por numerosas drupéolas, que envolvem o receptaculo. O
fruto destaca-se do pedicelo, mas o receptaculo permanece firmemente aderente a polpa, mesmo
quando maduro (Figura 3). Os frutos sdo delicados e suculentos, saborosos e aromaticos.
Apresentam formas, oblongas, por vezes arredondas e a dimensdo e 0 peso sdo muito variaveis (2-
12g) (SOUSA, 2007a).

Figura 3. Amora-preta colhida no estagio maduro, onde as drupéolas permanecem unidas ao
receptaculo.
Fonte: Autores, 2018.

A framboesa pertence a familia das Rosaceae, género Rubus, e subgénero ldaeobatus. E um

fruto multiplo, de drupéolas estreitamente unidas a volta do receptaculo. Apresenta, em geral, forma
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conica arredondada, sendo cada drupéola, constituida por uma semente dura envolvida por polpa. O
fruto destaca-se do receptéculo, enquanto que o receptaculo permanece aderente a planta, quando
maduro, sendo colhido somente as drupéolas (figura 4) (SOUSA, 2007b).

Figura 4. Framboesa colhida no estdgio maduro, onde as drupéolas separam-se do receptaculo.
Fonte: Autores, 2018.

Os estados que se destacam na producdo de amoreira-preta e de framboeseira sdo Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, S&o Paulo e Sul de Minas Gerais (LEITZKE; DAMIANI;
SCHUCH, 2010). A framboeseira (Rubus idaeus L.) é uma frutifera de clima temperado, que
juntamente com a amoreira-preta (Rubus sp.), vem destacando-se no mercado das pequenas frutas
nos altimos anos (MACEDO et al., 2012).

Embora haja espécies nativas do Brasil de amoreira-preta, as cultivares utilizadas atualmente
no pais sdo oriundas de cruzamentos envolvendo material genético nativo dos estados Unidos
(ANTUNES et al., 2014).

A cultivar ‘Cherokee’ foi uma das primeiras a ser introduzida no Brasil através do programa
de melhoramento da amoreira-preta na década de 70 (ANTUNES et al, 2014). Outras cultivares
foram lancadas pelo programa de melhoramento da Embrapa Clima Temperado, como ‘Tupy’ e
‘Guarani’, em 1988; e ‘Xavante’, em 2004 (RASEIRA; FRANZON, 2012).

“Tupy’ € a cultivar considerada mais importante no Brasil e em todo o mundo, devido a sua
elevada produtividade e a qualidade dos frutos (VOLK et al., 2013). Apresenta frutos com boa
aceitacdo no mercado in natura, devido ao seu tamanho, uniformidade, firmeza, coloracdo intensa e
sabor (ANTUNES et al, 2014).

O cultivo da amoreira-preta vem crescendo nos Ultimos anos devido a vérios fatores
econdmicos e sociais, que também ocorre devido as suas qualidades fitoquimicas, que podem trazer
beneficios a salde, a partir da busca por uma alimentacdo mais saudavel (ANTUNES et al, 2014).
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As cultivares de amoreira podem variar quanto a composicao de compostos bioativos, bem como no

potencial antioxidante, segundo Guedes et al., 2014 (Quadro 1).

Quadro 1. Teores médios de fenodis totais, flavonoides, antocianinas, licopeno, B- caroteno e
vitamina A em frutos de cultivares de amoreira. UFLA, Lavras-MG, 2013.

Fenois
Cultivares totais Flavonoides | Antocianinas | Licopeno @ p-caroteno Vit. A

-------------- mg.100g *MF------------ ----mm-m----mcg.100g-*MF----------
‘Cherokee’ | 433,53 79,21 364,87 49,81 48,82 4,10
‘Guarani’ 147,86 71,36 333,19 31,07 17,65 1,48
‘Tupy’ 247,33 60,57 371,17 35,95 32,28 2,71
‘Xavante’ 671,45 128,53 531,23 91,62 183,24 15,39

*MF=massa fresca
Fonte: adaptado Guedes et al., 2014.

A coloragdo das framboesas varia de acordo com as especies e as cultivares, variando do
amarelo ao preto, incluindo os tons alaranjado, rosa, vermelho claro e intenso e purpura. A espécie
Rubus idaeus apresenta cultivares de coloracdo vermelha (‘Heritage', 'Polana’, 'Autumn Bliss' e
'‘Batum’) e amarelas (‘Golden Bliss' e 'Fall Gold") e a R. niveus framboesa-negra, por exemplo
(MOURA et al., 2012; SOUSA, 2007b).

Diferencas quanto ao teor de compostos bioativos e atividade antioxidante também sao
encontrados para diferentes cultivares de framboesa. No estudo realizado por Maksimovic et al.,
(2013), na Universidade de Belgrado na Sérvia, o teor de compostos fendlicos totais (3,72 e 3,14mg
equiv. AG 100 g1 MF) e de antocianinas (11,95 e 10,56mg equiv. cyanidin-3-glucoside equiv.
100g! MF) foi superior para ‘Autumn Bliss’ em relagdo a ‘Polka’, respectivamente. E o teor de
acido ascorbico foi superior para ‘Polka’ 42,9mg 100g* MF em relagdo a ‘Autumn Bliss’ 38,4 mg
100g! MF. Atividade antioxidante total para Polka foi de 1,94 e para Autumn Bliss de 2,12mg

equiv.de acido ascorbico g MF.

2.4 ESTAGIOS DE MATURACAO DE FRUTOS

A maturacdo € a fase do desenvolvimento caracterizada por uma sequéncia de

transformacdes bioquimicas, fisioldgicas e estruturais, por meio das quais os frutos emergem do



24

estdgio incompleto para atingir o crescimento pleno e a maxima qualidade comestivel
(CHITARRA,; CHITARRA, 2006). Sendo assim, 0 amadurecimento corresponde a mudancas nos
fatores sensoriais de sabor, odor, cor e textura. O amadurecimento pode ocorrer na planta (frutas
ndo-climatéricas) ou apos a colheita (frutas climatéricas) (CHITARRA; CHITARRA, 2006).

Além de aprimorar atributos sensoriais a sequéncia de transformacfes que ocorrem no
processo de maturacdo influencia no teor de compostos bioativos, sendo que a modificagdo da cor,
evidéncia mais perceptivel do inicio da maturacdo, ocorre devido & degradagdo da clorofila e ao
acumulo de carotenoides e de flavonoides. Portanto, no que diz respeito aos pigmentos, o
amadurecimento pode ser caracterizado como dois movimentos simultaneos, opostos e
coordenados: um biossintético e outro degradatério (KERBAUY, 2012).

Em frutas carotenogénicas, o amadurecimento € geralmente acompanhado de
carotenogénese aumentada a medida que as clorofilas se decompdem e os cloroplastos sdo
transformados em cromoplastos. O padrdo simples de carotendides do cloroplasto da lugar a uma
composi¢do complexa, os carotendides aumentam dramaticamente em numero e quantidade
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). No entanto, o estudo de Rutz; Voss; Zambiazi, (2012) que
investigou o efeito da maturidade nos teores de carotenoides na polpa de Amora, apontou que 0
conteudo destes diminuiu com a maturacdo da fruta. O contetdo de Luteina e zeaxantina foram de
0,66 pg/g no estagio imaturo, 0,235 pg/g no estagio intermedidrio e zero no estagio maduro, € o
conteudo de B-caroteno foi de 0,4 pg/g, 0,078 ug/g e 0,162 ug/g respectivamente para 0S mesmos
estagios de maturacao.

No processo de maturacdo da amora foi observado por Zielinski et al (2015) que o peso,
tamanho, didmetro e teor de aclcar aumentaram significativamente enquanto a acidez diminuiu. Os
teores de antocianinas aumentaram de 4,19 mg 100g™* frutos semi-maduros para 168.53 mg 100g™
frutos maduros para a cultivar ‘Tupy’ e de 5.68 mg 100g™ frutos semi-maduros para 205,75 mg
100g™* frutos maduros do cultivar ‘Brazos’. Os maiores teores de compostos fendlicos foram

verificados para os frutos verdes das duas cultivares (ZIELINSK et al., 2015).

2.5 METODOS PARA AVALIAR ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO

Em uma revisdo quanto a atividade oxidante de constituintes alimentares Gulcin (2012),
aponta uma grande diversidade de métodos para a determinacdo de antioxidantes e que estes podem
responder de maneira diferente a diferentes fontes radicais ou oxidantes. Por exemplo, 0s

carotenoides ndo sdo bons extintores de radicais peroxil em relacdo aos fenolicos e outros
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antioxidantes, mas sim na extin¢cdo do oxigénio singlete, no qual outros fenolicos e antioxidantes
séo relativamente ineficazes.

Respostas muito divergentes as diferentes fontes de radicais sdo evidentes, a protecéo
méaxima pode diferir bastante para cada alimento, como observado a partir dos dados de uma
amostragem de trés diferentes berries (baga seca congelada), morangos, amoras, e mirtilos. Para
morangos, a protecdo antioxidante ocorre contra o radical peroxil e &nion superdxido,
principalmente. A amora exibe uma protecdo mais forte contra 0 oxigénio singlete do que contra o
radical peroxil. O mirtilo contém uma protecdo equilibrada contra o radical peroxil, oxigénio
singlete e anion superdxido. E a protec¢do contra o peroxinitrito € bastante baixa para todos os
alimentos testados em relagdo as outras fontes radicais (PRIOR, 2015).

Sucupira et al. (2012), fizeram uma revisdo sobre os diferentes métodos para avaliar a
atividade antioxidante em frutos e chegaram a conclusdo de que dificilmente havera um tnico
método capaz de representar de forma segura e precisa a verdadeira atividade antioxidante de uma
substancia devido aos diversos tipos de radicais e aos diferentes sitios de acdo. Assim, para
caracterizar completamente um composto como antioxidante a avaliagdo ndo deve se basear apenas
em uma unica metodologia (OLIVEIRA, 2015).

Os ensaios mais utilizados para testar a capacidade antioxidante total de alimentos in vitro
sdo: capacidade de remocéo de um radical peroxil (ORAC- oxygen radical absorbance capacity),
capacidade de reduzir metal (FRAP- ferric reducing antioxidant power), a capacidade de remocao
de radical organico 2,20-azino-bis (acido 3-ethylbenzthiazoline-6-sulfénico) (ABTS) e o método
baseado na peroxidacao do 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH). Vérios problemas sdo relatados
quanto a estes métodos gerarem resultados inconsistentes, confusos e dificeis de comparar e
principalmente quanto a falta de relevancia bioldgica (OU; NEMZER, 2014; RODRIGUES —
AMAYA, 2016).

Através do método ORAC € medido o decréscimo da fluorescéncia de proteinas, como
consequéncia da perda de sua conformidade ao sofrer dano oxidativo. As ficobiliproteinas R-
ficoeritrinas, que séo altamente fluorescentes por conter um pigmento vermelho fotorreceptor, séo
as molécula alvo dos radicais livres de oxigénio (PRIOR; CAO, 1999).

No método FRAP, na presenca de um antioxidante e em condic¢Bes acidas, o complexo
férrico-tripiridiltriazina (Felll-TPZ) é reduzido ao complexo ferroso (Fell -TPZ). O complexo
formado por esta reagdo possui uma colora¢do azul intensa, com absor¢do maxima a 593 nm
(BENZIE; STRAIN, 1996).
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O método de capacidade antioxidante de equivalente de trolox (TEAC) é um método
utilizado para medir a atividade antioxidante total através da captura do radical ABTS. O ABTSe+,
cor azul esverdeado, é gerado pela reacdo do ABTS com persulfato de potassio e atraves da adicdo
de um antioxidante ocorre a redu¢do do ABTS+e a ABTS, havendo a descoloracdo do meio
reacional. Com a perda de cor, a porcentagem de inibi¢do do ABTSe+ ¢ determinada em fungao do
Trolox, um padrdo submetido as mesmas condi¢des de andlise do antioxidante. Este método
apresenta vantagem em relacdo a outros, pois pode ser utilizado tanto para amostras hidrossoltveis
quanto lipossolaveis (KUSKOSKI et al., 2005; SUCUPIRA et al., 2012). Este método tem sido
utilizado em varios tipos de frutos como acerola, goiaba, camu-camu, acai, maracuja, pitanga, entre
outros (SUCUPIRA et al., 2012).

Quanto ao método DPPH, é um método utilizado em mais de 90% dos estudos de avaliacao
antioxidante de substancias puras, misturas ou matrizes complexas como a dos alimentos, e é
considerado um método rapido, pratico e com boa estabilidade (MOON; SHIBAMOTO, 2009;
SUCUPIRA et al., 2012). Este método foi desenvolvido por Blois (1958) utilizando um radical livre
estavel semelhante, a-difenil-p-picrilhidrazila, e posteriormente modificado por Brand-Williams;
Cuvelier; Berset (1995) simplificando a interpretacdo do resultado utilizando o termo concentracao
eficaz que inibe 50% da concentracdo inicial do radical DPPH (ECso). Esse método continua
sofrendo muitas modificacGes e varios protocolos para o DPPH tém sido relatados, incluindo
diferentes solventes para dissolver o radical DPPH, diferentes concentrag6es iniciais da solugéo de
DPPH, diferentes aliquotas das varias substancias utilizadas e da solucdo inicial de DPPH,
diferentes tempos de reacdo com o radical DPPH e diferentes absorbancias também tém sido
relatadas (OLIVEIRA, 2015).
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3. CAPACIQADE ANTIOXIDANTE DE DIFERENTES CULTIVARES E ESTAGIOS DE
MATURACAO DE Rubus spp.

RESUMO

O consumo de frutas aumentou globalmente frente aos beneficios comprovados de sua
ingestdo regular na promocdo da sadde. Nesta perspectiva, o cenario mundial é de crescimento no
mercado para amora-preta principalmente devido aos beneficios a saude por suas qualidades
fotoquimicas. Assim, o objetivo deste estudo foi caracterizar os compostos bioativos e testar a
atividade antioxidante in vitro em amora-preta de diferentes cultivares e estagios de maturacdo. Para
tal, foram utilizados métodos espectrofotométricos e a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) para a caracterizagdo dos compostos e os métodos DPPH e ABTS para Atividade
Antioxidante Total (AAT), bem como testes de viabilidade celular (MTT) e de citotoxicidade
(6xido nitrico e mieloperoxidase (MPQ)). O método cromatogréfico utilizado neste estudo foi
validado e a partir das analises de flavonoides individuais a quercetina foi a aglicona principal
encontrada para todas as cultivares de amora. Através dos métodos espectrofotométricos foi
possivel verificar que cada cultivar de amora-preta apresenta um comportamento distinto quanto ao
teor de Compostos Fendlicos Totais (CFT), antocianinas e flavonoides entre os estagios de
maturacdo estudados. Ou seja, cada cultivar tem um periodo especifico em que o teor destes
compostos bioativos estd potencializado. A AAT, pelo método DPPH, apresentou comportamento
distinto para cada cultivar entre os estadgios de maturacdo, e na média geral, ndo apresentou
diferenca significativa entre as cultivares. Pelo método ABTS, os frutos verdes apresentaram maior
atividade antioxidante, e a AAT teve correlacdo positiva com o teor de CFT para os trés estagios de
maturacdo. Considerando a média geral, a cultivar ‘Xavante’ apresenta maior teor de CFT entre as
cultivares estudadas, e ndo apresentou diferenca significativa entre os estagios de maturacdo. O
extrato de amora da cultivar ‘Xavante’ no estagio maduro, ndo apresentou citotoxicidade, aumentou
a viabilidade celular e nas concentragdes de 25, 50 e 100ug/mL nédo apresentaram danos oxidativos
as células e as concentragbes 25, 100 e 250ug/mL reduziram significativamente a atividade da
MPO. De acordo com o disposto acima, a amora-preta da cultivar ‘Xavante’ no estagio maduro
apresenta potencial para uso terapéutico, sugerindo-se mais estudos in vivo relacionados com o
estresse oxidativo.

PALAVRAS-CHAVE: Berry. Amoreira-preta. Compostos bioativos. Nutracéutica.
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ABSTRACT

Fruit consumption has increased globally against the proven benefits of its regular intake of health
promotion. In this perspective, the world scenario is of growth in the market for blackberry mainly
due to the health benefits of its photochemical qualities. Thus, the objective of this study was to
characterize the bioactive compounds and to test the antioxidant activity in vitro of blackberry of
different cultivars and stages of maturation. We used spectrophotometric methods and high
performance liquid chromatography (HPLC) for the characterization of the compounds and the
DPPH and ABTS methods for Total Antioxidant Activity (AAT), as well as cell viability (MTT) and
cytotoxicity tests (nitric oxide and myeloperoxidase (MPQ)).The chromatographic method used in
this study was validated and from the individual flavonoid analyzes quercetin was the main
aglycone found for all cultivars of blackberry. Using spectrophotometric methods, it was possible to
verify that each blackberry cultivar has a different behavior regarding the content of total phenolic
compounds (CFT), anthocyanins and flavonoids between the studied stages of maturation. The
AAT, by the DPPH method, presented a distinct behavior for each cultivar between the stages of
maturation, and in the general average, did not present significant difference among the cultivars.
By the ABTS method, the unripe fruits presented higher antioxidant activity, and the AAT had a
positive correlation with the CFT content for the three stages of maturation. Considering the general
average, the "Xavante' cultivar has a higher CFT content among the studied cultivars, and did not
present a significant difference between the maturation stages. The ripe ‘Xavante’ cultivar
blackberry extract showed no cytotoxicity, increased cell viability, and at concentrations of 25, 50
and 100 ug / ml showed no oxidative damage to the cells and the concentrations 25, 100 and 250 ug
/ ml significantly reduced the MPO activity. According to the above, the blackberry of the cultivar
"Xavante' at the mature stage presents potential for therapeutic use, suggesting further in vivo
studies related to oxidative stress.

KEYWORDS: Berry. Blackberry. Bioactive compounds. Food analysis.
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3.1 INTRODUCAO

O consumo de frutas aumentou globalmente devido aos beneficios comprovados de sua
ingestdo regular na promocao da salde e combate a distirbios metabdlicos e doencas crénicas como
0 cancer, diabetes mellitus, hipertensdo, doencas cardiovasculares, doencas gastrointestinais,
aterosclerose, envelhecimento, Parkinson e Alzheimer. Os beneficios para a satde do consumo de
frutas e seus derivados tem sido atribuido a presenca de varios componentes bioativos e
antioxidantes e seus efeitos sinérgicos (ZIA-UL-HAQ et al., 2014).

Nesta perspectiva, o cenario mundial € de crescimento no mercado para amora-preta devido
a fatores econdmicos e sociais, e aos beneficios que a amora-preta traz a salde por suas qualidades
fotoquimicas (ANTUNES et al., 2014). As amoras-pretas produzidas no Brasil apresentam elevado
potencial antioxidante, principalmente pelos teores representativos de compostos fenolicos totais,
flavonoides e o alto teor de antocianinas, com destaque para o contetdo da antocianina cianidina 3-
glucosideo (FERREIRA; ROSSO; MERCADANTE, 2010).

O conteudo de compostos bioativos nas frutas pode sofrer influéncia de varios fatores, como
por exemplo fatores edafoclimaticos e/ou genéticos. Mas, o estagio de maturacdo dos frutos pode
ser um dos fatores de maior influéncia no teor destes compostos (CANUTO et al., 2010).

Os resultados de estudos sobre o contetdo de compostos bioativos em berries brasileiros sdo
importantes para o melhoramento e selecdo de cultivares com propriedades antioxidantes o que é de
grande interesse para a industria de alimentos frescos e processados, bem como para a industria
farmacéutica (SEGANTINI et al., 2015). A necessidade de mais trabalhos na identificacdo,
quantificacdo e decifragdo dos constituintes bioativos de frutas também se da pela necessidade de
explorar o impacto desses na salde humana, através de ensaios para validar as suas alegacdes
nutracéuticas (ZIA-UL-HAQ et al., 2014).

Assim, o objetivo deste estudo foi caracterizar os compostos bioativos e testar a atividade

antioxidante in vitro em amora-preta de diferentes cultivares e estagios de maturacao.

3.2 MATERIAL E METODOS

As amoras foram adquiridas do pomar de fruticultura da Universidade Federal da Fronteira

Sul — Campus Chapec0, que esta situado a uma latitude de 27°07'11"S, longitude de 52°42'30"O e a
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uma altitude de 605 metros em relacdo ao nivel médio dos mares. O clima do local, segundo a
classificacdo de Kdppen, € de categoria C, subtipo Cfa (Clima Subtropical umido), com inverno frio
e umido e verdo moderado e seco. O solo é denominado Latossolo Vermelho Distroférrico
(EMBRAPA, 2004).

A colheita das amoras foi realizada de setembro de 2016 a janeiro de 2017 (safra 2016), com
excecdo da cultivar ‘Xavante’, cuja a colheita foi realizada de setembro a dezembro de 2017 (safra
2017). Na colheita das frutas foi adotado um plano de amostragem sistemético por cultivar e estagio
de maturacdo, sempre no periodo da manhd, onde estas foram higienizadas (lavadas, cloradas
(200ppm) por pelo menos 15 minutos e enxaguadas), acondicionadas em sacos plasticos e
congeladas a -80°C até o momento das analises. As unidades experimentais por cultivar e estagio de
maturacdo foram compostas por 1509 de frutas cada, ou seja, em torno de 5009 de frutas colhidas
por cultivar e estdgio de maturacdo. As andlises de caracterizacdo dos compostos e da atividade
antioxidante foram realizadas em triplicata.

Quatro cultivares de amoreira-preta foram colhidas (‘Cherokee’, ‘Guarani’, ‘Tupy’ €

‘Xavante’) em trés estagios de maturacdo segundo Hussain et al. (2016), com modificagdes (figura
5).

A) B) C)
Figura 5. Estagios de maturagdo de amora: A) Baga verde B) Baga semi-madura C) Baga madura.
Fonte: Autores, 2018.

3.2.1 EXTRACAO

A metodologia de extracdo dos compostos bioativos da amora foi adaptada de Milivojevic,
et al. (2013). Cinco gramas de fruta foram homogeneizados com 20mL de solugdo extratora
composta por metanol/H>O/HCI (70:30:5 propor¢éo por volume) durante um minuto. Em seguida, o

homogeneizado foi filtrado em papel filtro e armazenado a -80°C até o momento das analises. O
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extrato foi utilizado para as analises de flavonoides individuais por CLAE-DAD, de Compostos

Fenolicos Totais e andlises do cultivo celular (MTT, 6xido nitrico, mieloperoxidase).

3.2.2 FLAVONOIDES INDIVIDUAIS (CLAE-DAD)

3.2.2.1 PREPARO DAS AMOSTRAS

A extracdo dos compostos foi como descrita anteriormente no item 3.2.1, no entanto, apos
testes prévios foi necessaria a hidrolise dos extratos brutos. A hidrolise foi realizada pela técnica de
refluxo, onde em um baldo fechado conectado a um condensador os extratos foram aquecidos em
manta de aquecimento a 85°C £ 5°C por 2h. Os extratos foram armazenados em ultrafreezer a -
80°C até o momento da analise e entdo filtrados em filtros de 0,45um PTFE-45/25 em vials de 2mL
para CLAE.

3.2.2.2 CONDICOES DO CROMATOGRAFO

Foi utilizado um cromatografo liquido Shimadzu conectado a um detector DAD (Diodo
Array Detector) SPD — M20A Shimadzu e a temperatura do detector foi de 30°C. A coluna utilizada
foi C18 NST — 18 (4,6mm x 250mm x 5puL), e a temperatura do forno foi de 30°C. Foram utilizadas
duas fases moveis, A=acido fosforico (H3PO4) 0,1% e B=acetonitrila, no fluxo de 0,5mL min*
com o seguinte sistema gradiente de eluicdo: nos primeiros 40 min. de 5% a 40% B, seguido de 5
min. reverso para 5% B. O volume de injecdo da amostra foi de 20uL. O tempo de execucédo de
cada corrida foi de 50min. A leitura foi realizada em A=370 nm. Os padrfes utilizados para as

analises foram miricetina, quercetina e kaempferol SIGMA.

3.2.2.3 VALIDACAO DO METODO

A linearidade foi obtida utilizando sete diferentes concentragdes (0,50; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0;
15,0 e 20,0 mg.L ™) obtidas a partir de solucdes padrdo de 50 mg.L? de miricetina, quercetina e
kaempferol. O limite de detec¢do (LOD) e o limite de quantificacdo (LOQ) foram determinados

conforme os calculos abaixo:

LOD = (3.3 x DP)/IC LOQ = (10 x DP)/IC

onde:
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DP = desvio padrdo do intercepto da curva de regressdo
IC = inclinag&o da curva analitica

A repetibilidade foi avaliada a partir da faixa de trabalho, onde o primeiro ponto, o ponto
médio e o ponto mais alto (0,5, 10 e 20 mg.L™) de cada padréo foi analisado cinco vezes no mesmo
dia para determinacdo da concentracdo em funcao da area do pico. Para a precisdo intermediaria, o
primeiro ponto, o ponto médio e o ponto mais alto (0,5, 10 e 20 mg.L™?) de cada padrdo foi
analisado em trés dias consecutivos. Os resultados foram expressos como desvio padrdo relativo
(%DPR). A exatiddo foi determinada para as mesmas amostras como o erro relativo (%ER) entre as
médias das concentracbes calculadas e as concentragdes nominais. E a recuperagdo foi avaliada
contaminando-se a amostra com solucGes de padrdo analitico de interesse de concentracdo

conhecida e expressa em percentuais (%).

3.2.3 ANTOCIANINAS E FLAVONOIDES TOTAIS

A extracdo e quantificacdo de antocianinas e flavonoides totais foi conforme metodologia de
Lees; Francis (1972), com algumas modificacdes. Onde, 5g de fruta foram triturados com 100mL
de solugédo extratora composta por metanol/HCI (85:15 proporcao por volume) e armazenado em
temperatura ambiente ao abrigo de luz por 20h. Ap6s as 20h, o extrato foi filtrado e lavado com
25mL da solucdo extratora e deixado em repouso ao abrigo de luz por 2h. Entéo, retirou-se 1mL da
amostra e adicionou-se mais 10mL da solucdo extratora e agitou-se em vortex antes da leitura. A
leitura foi efetuada em espectrofotometro em A=374nm para flavonodides e em A=535nm para
antocianinas.

Para os calculos foram utilizadas as seguintes equacoes:

- Flavonoides: (Valor da absorbancia x Fator de diluicéo) / 76,6

- Antocianinas: (Valor da absorbancia x Fator de diluicdo) / 98,2

Onde: Fator de diluigdo = § quantidade de solug@o extratora utilizada na maceracdo e na
filtragdo/quantidade de extrato vegetal utilizado pra compor a amostra) x quantidade de solugéo
extratora adicionada a amostra final utilizada. Os resultados foram expressos em miligramas por

grama de amostra (mg/g).
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3.2.4 COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (CFT)

A quantificacdo dos CFT ocorreu pelo método de Folin-Ciocalteau descrito por Singleton;
Rossi JR. (1965) e modificado por Georgé et al. (2005). Onde, 0,5mL do extrato descrito no item
3.2.1 com 2,5mL do reagente de Folin-Ciocalteau foram deixados em repouso por cinco minutos a
temperatura ambiente e adicionados 2,0mL de carbonato de sodio 4% e incubados a temperatura
ambiente, no escuro, por duas horas. Entdo realizada a leitura em espectrofotometro em A=760nm.
Utilizou-se &cido gélico (AG) como um padrdo para a curva de calibracdo, a qual foi construida nas
concentragdes de 2,5; 5; 10; 25; 50; 75; 100 e 120ppm de AG. Os resultados foram expressos em
miligramas de EAG (EAG = equivalente de &cido galico) por grama de amostra (mg EAG/Q).

3.2.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL ATRAVES DO METODO ABTS

A atividade antioxidante total foi avaliada através da capacidade antioxidante de
equivalentes de trolox (TEAC), método que mede a capacidade da amostra em estinguir o radical
livre ABTS* em ambientes lipofilicos e hidrofilicos segundo Rufino et al. (2007). Homogeneizou-
se 5g de fruta com 40 mL de metanol 50% e deixou-se em repouso por 1h em temperatura
ambiente. A amostra foi centrifugada a 4500 rpm por 15 minutos e separou-se 0 sobrenadante.
Entdo, foi adicionado 40 mL de acetona 70% a amostra residual do tubo de centrifugacdo que
também foi homogeneizada e deixada em repouso por 1h a temperatura ambiente, centrifugada
novamente a 15000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante desta segunda centrifugacdo foi
adicionado ao sobrenadante da primeira centrifugacdo e completado volume até 100 mL com agua
destilada em um baldo volumétrico, e assim obtido o extrato.

A partir do extrato foi preparado trés diluices (25, 50 e 100%). Uma aliquota de 30 pL de
cada diluicdo do extrato foi adicionada a 3,0 mL do radical ABTS* e a absorbancia foi
mensurada em espectrofotdbmetro a A=734nm ap6s 6 minutos da mistura. O metanol foi utilizado
como branco para calibrar o equipamento. Para o célculo da AAT foi substituido na equacdo da
reta, gerada a partir das diferentes concentra¢fes do extrato, a absorbancia correspondente a 1000

MM de trolox. Os resultados foram expressos em UM trolox /g de amostra.

3.2.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL ATRAVES DO METODO DPPH
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A atividade antioxidante total também foi avaliada através do principio da captura do
radical livre DPPH por antioxidantes, com base na metodologia proposta por Rufino et al. (2007b).
O extrato foi realizado da mesma maneira descrita anteriormente para o ensaio ABTS.

A partir do extrato foram realizadas trés dilui¢bes (25, 50 e 100%) para o célculo da
concentragdo do composto e determinacdo do efeito em 50% - ECso. Uma aliquota de 0,1 mL de
cada amostra foi adicionada em 3,9 mL de solugéo 0,06 mM do radical DPPH e a sua absorbancia
foi mensurada em espectrofotémetro a A=515nm até estabilizacdo (+ 11 minutos). Para calibrar o
equipamento foi utilizado como branco o metanol e como controle uma solucdo de metanol, acetona
e dgua. Os dados obtidos foram confrontados com a curva padrdo do DPPH, elaborada através da
leitura de diferentes diluicdes do radical. Os resultados foram expressos em gramas de
fruto/gramas de DPPH.

3.2.7 CULTIVO CELULAR

No cultivo celular foram utilizadas as células polimorfonucleares do sangue. Sangue
humano foi coletado e as células extraidas e mantidas em cultivo. As células foram contadas em
microscopio ptico e a concentracdo de 1x108 cultivada em meio de cultura Roswell Park Memorial
Institute (RPMI-1640) suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidtico e
antifingico, e mantidas em estufa de CO2 a 37°C.

O extrato de amora descrito no item 3.2.1 foi rotaevaporado, liofilizado e posteriormente
diluido em &gua. Apds 24 horas de adaptacdo na placa de cultivo, as células foram tratadas com
diferentes concentracdes (0, 25, 50, 100, 250 e 500ug/mL) deste extrato. As células ficaram
expostas ao extrato de amora por 24 horas e entdo foram realizadas as andlises de viabilidade
celular, producdo de éxido nitrico e mieloperoxidase.

3.2.8 VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular foi avaliada pelo método MTT 3-(4, 5-dimethy thiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide, segundo Fukui; Yamabe; Zhu (2010). As células foram cultivadas
em placas de 96 pocos e coradas com 10puL do reagente de MTT e 90pL de solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS) durante 1 h a 37°C. Entdo, centrifugou-se por 10 minutos a 2000rpm,
retirou-se e descartou-se 70pL do sobrenadante e adicionou-se 70uL de dimetilsulfoxido (DMSO),
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e a absorbancia foi medida a A= 560 nm. Os resultados foram expressos em percentual,
comparando-se a percentagem da absorbancia com a percentagem do controle negativo.
Absorbancia % = (Absorbancia x 100) / média do controle negativo

3.2.9 PRODUCAO DE OXIDO NITRICO (ON)

Niveis de oxido nitrico foram estimados medindo a concentracdo de nitritos (NO2), 0
produto final estavel do metabolismo de Oxido nitrico, em meios de cultura com o reagente de
Griess. Em uma placa, foi colocado 100ul do sobrenadante e adicionado 100ul do reagente de
Griess, incubado por 10min em temperatura ambiente e realizada a leitura em A= 540nm (NOH et
al., 2015). Os resultados foram expressos em percentual, comparando-se a percentagem da
absorbancia com a percentagem do controle negativo.

Absorbancia % = (Absorbancia x 100) / média do controle negativo

3.2.10 MIELOPEROXIDASE (MPO)

Os niveis de MPO foram avaliados segundo Suzuki et al. (1983). Em uma placa foi pipetado
12l de sobrenadante e adicionado 148l de aminoantipirina 25mM, mais 170 pl de H202 1,7mM e
incubado 30 min a 37°C. Na presenga de H20> como agente oxidante, a MPO catalisa o acoplamento
oxidativo de fenol e aminoantipirina originando um produto colorido, a quinoneimina, com uma
absorbancia maxima de A= 500nm. Assim, a leitura foi realizada em A= 492nm. Os resultados foram
expressos em percentual, comparando-se a percentagem da absorbancia com a percentagem do
controle negativo.

Absorbancia % = (Absorbancia x 100) / média do controle negativo

3.2.11 ANALISE ESTATISTICA

A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro Wilk. A analise de variancia
(ANOVA) utilizada para avaliar a influéncia das diferentes cultivares e dos estagios de maturacdo
no teor de compostos bioativos e na atividade antioxidante das frutas. As médias foram comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. O programa utilizado foi Sisvar 5.6. Também foi
realizada a correlagéo entre o teor dos diferentes compostos analisado com a AAT, o teste utilizado

foi Spearman’s Rho e o programa JMP 5.1.



36

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A confiabilidade do método de CLAE utilizado neste trabalho foi comprovado verificando
sua linearidade, limite de deteccdo e de quantificacdo, repetibilidade, precisdo intermediéria,
exatidao e recuperacdo segundo a ICH (2005).

As equac0es de regressdo tomaram a forma Y= aX + b, onde: 0 eixo Y é o valor da &rea do
pico cromatografico (MAU) e o eixo X é o peso do componente marcador (mg.L™?). As equacdes de
regressao de miricetina, quercetina e kaempferol e os parametros de linearidade séo apresentados na
tabela 1. Os altos coeficientes de determinacdo das faixas lineares de cada padrdo indicam
linearidade no intervalo sob investigacao.

O limite de deteccdo (LOD) corresponde a menor quantidade de um analito que pode ser
detectada, porém, ndo necessariamente quantificada como um valor exato. Na pratica, LOD é
determinado como a menor concentracdo do analito que pode ser diferenciado do ruido. E o limite
de quantificacdo (LOQ), corresponde a menor quantidade de um analito que pode ser quantificada
com exatiddo e com uma fidelidade determinada (LANCAS, 2004). O LOD e o LOQ podem ser

observados na tabela 1.

Tabela 1. Faixa linear, equacdo de regrecdo, coeficiente de determinacdo e limite de determinacéo e
quantificacdo para Miricetina, Quercetina e Kaempferol.

Composto ‘ Faixa linear  Equacéo R? LOD LOQ
(mg.L ™) (mg.L) (mg.L?h)
Miricetina | 0,5-20 y = 149059,9388x - 14730,2839  0,9988 0,0586 0,1775
Quercetina | 0,5-20 y =162010,9548x - 17797,0750  0,9990 0,0414 0,1256
Kaempferol | 0,5-20 y = 158185,2256x - 20517,1249  0,9990 0,0710 0,2153

A repetibilidade expressa a fidelidade obtida nas mesmas condicdes operacionais (mesmo
dia, mesmo equipamento, etc.) empregados em um curto intervalo de tempo (LANCAS, 2004). Os

desvios padrdo relativos das amostras ndo passaram de 10,06%, conforme mostrado na tabela 2.

Tabela 2. Concentracdo média, desvio padrdo e desvio padrdo relativo de cinco repeti¢des de

mirecetina, quercetina e kaempferol.

Padrdo (mg.L™Y) Concentragdo média (ng.LY)  DP DPR (%)
Miricetina

0,5 0,5072 0,0510 10,06

10 10,1078 0,4646 4,60
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20 19,7465 1,0130 513
Quercetina

0,5 0,5667 0,0123 2,18
10 10,0643 0,2330 2,32
20 19,7677 0,6650 3,36
Kaempferol

0,5 0,5716 0,0213 3,73
10 10,2020 0,2211 2,17
20 20,1481 0,6273 3,11

A precisdo € a expressdo da concordancia entre varios resultados analiticos obtidos para uma

mesma amostra (LANCAS, 2004). Na avaliacdo da precisdo intermediaria, os desvios padréos

relativos das amostras ndo foram maiores que 6,50%, tabela 3.

Enquanto a precisdo mede o qudo bem os resultados obtidos se assemelham entre si, a

exatiddo mede o quanto o valor obtido se assemelha ao valor tido como verdadeiro (LANCAS,

2004). Os erros relativos das amostras ndo passaram de 14,04%, como pode ser observado na tabela

3.

Tabela 3. Concentracdo média, desvio padrdo, desvio padrdo relativo e erro relativo das analises de

miricetina, quercetina e kaempferol realizadas em trés dias consecutivos.

Padrdo (mg.L?) | Concentracdo média (mg.L?) DP DPR (%) ER (%)
Miricetina

0,5 0,5280 0,0343 6,50 2,72
10 10,1485 0,2019 1,99 1,89
20 19,7996 0,8302 4,19 -2,18
Quercetina

0,5 0,5645 0,0205 3,63 13,35
10 10,0778 0,0575 0,57 1,18
20 20,1547 0,3121 1,55 1,18
Kaempferol

0,5 0,5770 0,0073 1,27 14,04
10 10,2700 0,0285 0,28 1,48
20 20,1914 0,6571 3,25 -0,24
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A recuperacdo é uma medida de eficiéncia do processo de isolamento do analito de interesse
da matriz a qual se encontra presente (LANCAS, 2004). Os percentuais de recuperacdo foram de
73,8% a 108,6%, tabela 4. A recuperacdo foi satisfatoria segundo ICH que considera a faixa de

recuperacdo entre 70% a 120% para a maioria dos procedimentos analiticos.

Tabela 4. Percentuais de recuperacdo de mirecetina, quercetina e kaempferol em amora e

framboesa.

Amostras Mirecetina Quercetina Kaempferol
Fallgoald verde hidrolizado 73,8% 94% 96,9%
Heritage verde hidrolizado 88,7% 98,3% 103,1%
Xavante semi-maduro hidrolizado | 94% 74,9% 108,6%
Padrdo 10mg 92,8% 99,7% 98,9%

A partir da anélise dos cromatogramas gerados pela CLAE-DAD, verificou-se que a
aglicona principal para as quatro cultivares de amora estudadas é a quercetina. Podemos observar
nas figuras 4)‘Cherokee’ (Anexo A), 5)‘Guarani’ (Anexo B), 6) ‘Tupy’ (Anexo C) e 7) ‘Xavante’
(Anexo C) o mesmo comportamento quanto aos cromatogramas das amostras hidrolisadas (d), e) e
f)) em relagdo aos cromatogramas das amostras brutas (a), b) e c)), respectivamente para cada
cultivar. O pico em 40 minutos, referente a quercetina, aumentou nas amostras hidrolisadas em
comparagdo com 0 mesmo pico nas amostras brutas dos extratos de amora.

O pico no tempo 45,9 minutos, que pode ser referente a kaempferol, também obteve um
pequeno aumento nas amostras hidrolisadas, figuras 4, 5, 6 e 7 ¢), f) e g) (Anexo A, B, C e D).
Ainda, em algumas amostras, apos a hidrdlise, no tempo de retengdo 34 minutos, surgiu um pico de
menor intensidade que pode ser miricetina, figura 6) d), e) e f) (Anexo C) e figura 7) e) e f) (Anexo
D). Essas duas substancias possivelmente estdo presentes em quantidades muito pequenas nas
amostras analisadas, havendo a necessidade de confirmar a identidade e quantidade utilizando
outros meétodos/equipamentos, como por exemplo utilizando cromatografia liquida com
espectrébmetro de massas (LC-MS). Assim, ndo € possivel quantificar com exatiddo pelo método
utilizado neste trabalho substancias presentes nas amostras em quantidades inferiores a 0,5 mg.L™,
por estar abaixo da nossa faixa de trabalho.

A hidrdlise ocorreu no pico em 26 minutos, onde a quercetina apresentava-se glicosilada,
figuras 4, 5, 6 e 7 a) b) e ¢) (Anexo A, B, C e D), e a aglicona foi transferida para o pico em 40

minutos figuras 4, 5,6 e 7 d) e) e f) (Anexo A, B, C e D). Nos cromatogramas da figura 4 b) (Anexo
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A) em relacdo a 4 e) (Anexo A) percebe-se que a hidrolise do pico em 26 minutos ndo foi completa.
O pico em 28 minutos separou depois de hidrolisado, o qual pode ser a separagcdo de um grupo de
acucares da quercetina. A aglicona também foi transferida para o pico em 40 minutos. A retencédo
de compostos acontece do hidrofilico para o lipofilico, devido a isso as agliconas, que perderam
acucares, substancias higroscopicas, aparecem mais tarde em comparacdo as substancias
glicosiladas.

Também podemos observar 0 mesmo comportamento para as quatro cultivares ao longo dos
estagios de maturacéo, figuras 4, 5, 6 e 7 a) verde b) semi-maduro e ¢) maduro (Anexo A, B, C e
D). Ha um aumento do pico no tempo de 18 a 20, ou seja, ha formacdo de antocianinas conforme o
fruto amadurece. As antocianinas nao foram afetadas pela hidrdlise e os picos de 18 a 20
permanecem iguais nas figuras 4,5, 6 e 7 c) e f) (Anexo A, B, Ce D).

A concentragdo de quercetina nas amostras ap0s hidrélise foi menor em ‘Tupy’ no estagio
de maturagdo semi-maduro e maior em ‘Xavante’ no estagio verde (tabela 5). Hirsch (2011) avaliou
diferentes genotipos de amoreira-preta no estdgio maduro e a quantidade de quercetina variou de
1,7 a 6,0 mg.100g*. Entre as cultivares, ‘Guarani’ apresentou o teor mais alto de quercetina (6,0 *
0,3 mg.100g?), “Tupy’ (3,9£01 mg.100g™?) intermediério e Cherokee 2,6 + 0,3 mg.100g* o menor
teor. Diferente do presente estudo em que, no estagio maduro, o teor de quercetina foi maior em

‘Cherokee’ seguido de ‘Xavante’, ‘Guarani’ e a cultivar ‘“Tupy’ apresentou o menor teor (tabela 5).

Tabela 5. Concentracdo média de quercetina e desvio padrdo de diferentes amostras

hidrolizadas de amora em diferentes estagios de maturacao.

Cultivar Concentragdo média (mg.L™?) DP
Cherokee verde 10,72 0,17
Cherokee semi-maduro 6,99 0,12
Cherokee maduro 15,74 0,15
Guarani verde 13,97 0,14
Guarani semi-maduro 7,91 0,12
Guarani maduro 9,48 0,14
Tupy verde 6,68 0,11
Tupy semi-maduro 4,05 0,14
Tupy maduro 8,01 0,13
Xavante verde 21,12 0,16
Xavante semi-maduro 10,95 0,18
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Xavante maduro 13,10 0,14

Em relacdo ao teor de flavonoides totais, tabela 6, para as cultivares ‘Cherokee’ e ‘Guarani’
0s maiores teores estdo no fruto verde. Ja as cultivares ‘Tupy’ e ‘Xavante’ apresentam 0S menores
teores de flavonoides no estagio verde, ndo diferindo entre os estagios de maturacdo semi-maduro e
maduro. Em todas as cultivares estudadas, as amoras no estagio de maturagdo maduro apresentaram
0 maior teor de antocianinas comparadas as amoras nos estagios semi-maduro e verde (tabela 6).

Os teores de flavonoides e antocianinas totais encontrados neste estudo, sdo semelhantes aos
encontrados em outros estudos utilizando o mesmo método de quantificacdo, Lees e Francis (1972),
tanto para amora-preta quanto para outras frutas como jabuticaba, acerola e pitanga, também fontes
de compostos antioxidantes. Oliveira et al. (2013) avaliaram amora-preta da cultivar ‘Tupy’ no
estdgio de maturacdo maduro, produzidas em sistema organico na cidade de Palmas/PR, e
encontrou teor de antocianinas de 15,68 mg.100g*MF para amoras da safra 2008 e 71,99 mg.100g"
IMF para amoras da safra 2009. Neste estudo, a cultivar ‘Tupy’ no estigio maduro apresentou teor
de antocianinas intermediario aos encontrados por Oliveira et al. (2013), sendo 40,03 mg.100g*MF
(tabela 6).

Em polpa de pitanga madura, De Lima; Mélo; Lima (2002), encontraram teor de 26
mg.100gtMF antocianinas e de 18 mg.100g™*MF flavonoides. Lima et al. (2011) avaliaram o teor
de antocianinas em duas variedades de jabuticabas maduras e encontraram diferenca significativa
entre as variedades, sendo o teor de antocianinas de 15,85 mg.100g*MF para a variedade Paulista e
de 20,57 mg.100g*MF para a variedade Sabara. De Lima et al. (2000) avaliaram diferentes selecdes
de acerola e os teores de antocianinas variaram entre 14,06 mg.100g™*MF para ‘Coopama’ e 50,98
mg.100g*MF para ‘Inada’, e os teores de flavonoides variaram de 10,21 mg.100g*MF ‘Coopama’ e
20,22 mg.100g*MF ‘Inada’. No presente estudo, o teor de antocianinas das cultivares de amoras
maduras variou de 14,19 mg.100g*MF ‘Cherokee’ a 46,27 mg.100g*MF ‘Guarani’ apresentando
diferenca significativa entre todas as cultivares e o teor de flavonoides variou de 16,15 ‘Cherokee’ a
24,64 ‘Xavante’ (tabela 6).

Antocianinas s&o compostos naturais que transmitem cor a frutas, legumes e plantas. Além
de dar coloracéo aos vegetais, as antocianinas sao antioxidantes, trazem varios beneficios a saude
agindo como quelantes de ions metalicos e eliminando os radicais hidroxila e os radicais anion
superdxido (KONG et al., 2003).

Os flavonoides também sdo pigmentos naturais presentes nos vegetais, e sao antioxidantes

por serem doadores de elétrons. Apresentam estruturas quimicas conjugadas em anel, ricas em
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grupos hidroxilas, que tem potenciais acGes antioxidantes por reagirem e inativarem anions
superoxido, oxigénio singleto, radicais perdxido de lipidios e/ou estabilizando radicais livres
envolvidos no processo oxidativo através da hidrogenacdo ou complexacdo com espécies oxidantes
(MACHADO et al., 2008).

Tabela 6- Conteudo de Flavonoides, Antocianinas, CFT e Atividade antioxidante total de amora em
diferentes cultivares e estagios de maturag&o.

Cultivar | Verde Semi-maduro Maduro Média geral
Flavonoides totais(mg.100g™*MF)
Cherokee 42,86 + 5,86cB 16,75 + 3,60bA 16,15 + 1,96aA 25,26 + 13,68ab
Guarani 55,48 + 3,47dC 6,45 + 0,73aA 20,72 £1,30abB 27,55 = 21,92¢c
Tupy 7,67 £4,73aA 14,28 + 1,22bB 18,87 £3,49abB 13,61 +5,73a
Xavante 17,71 £+ 1,71bA 24,53 + 3,78cB 24,64 +£0,71bB 22,29 +4,03b
Média geral | 30,93 £ 20,29C 15,50 £ 7,12A 20,10 = 3,70B
Antocianinas totais (mg.100g™*MF)
Cherokee 2,33 £ 0,37abA 1,95+ 0,32aA 14,19+ 1,97aB 6,16 £ 6,11a
Guarani 4,79 £ 0,26bA 3,18 £ 0,38abA 46,27 + 3,25dB 18,08 £ 21,22d
Tupy 0,51 £ 0,25aA 4,92 £ 0,45bB 40,03 + 0,44cC 15,15 + 18,76¢
Xavante 1,65 £+ 0,58aA 3,95 +£0,64abA 17,99 £ 0,75bB 7,86 £ 7,68b
Média geral | 2,32 + 1,672 3,50 £ 1,20A 29,62 + 14,48B
CFT (mg EAG/g)
Cherokee 1,42 + 0,05bB 1,18 + 0,05bA 1,38 + 0,01abB 1,33+0,13a
Guarani 1,08 £ 0,00aA 1,37 £ 0,04cB 1,40 £ 0,02abB 1,28 £ 0,15a
Tupy 1,49 + 0,03bC 1,02 £ 0,08aA 1,32 £ 0,01aB 1,28 +0,21a
Xavante 1,52 + 0,03bA 1,45 £+ 0,02cA 1,47 £ 0,09bA 1,48 + 0,06b
Média geral | 1,38 + 0,19B 1,25+ 0,18A 1,39+0,07B
AAT - DPPH (ECso g de fruta g™t DPPH)
Cherokee 38,24 + 9,45abAB 29,33 + 3,20aA 43,31 +2,97bB 36,96 + 8,04a
Guarani 45,96 + 1,07bB 24,81 + 5,22aA 30,03 + 6,30aA 33,60 + 10,40a
Tupy 28,49 + 12,94aA 31,41 +2,10aA 29,52 * 3,86aA 29,80 + 6,95a
Xavante 43,55 + 2,48bB 33,29 + 2,26aAB 25,50 + 1,21aA 34,11 + 8,04a
Média geral | 39,06 + 9,86B 29,71 + 4 41A 32,09 + 7,81A
AAT - ABTS (UM trolox g™ amostra)

Cherokee 21235,63 + 9668,64 + 10316,68 + 13740,32 =

919,81aB 232,74aA 920,52aA 5667,16a
Guarani | -------mm--e-- 14611,18 + 13305,36 £ 13958,27

294,81aA 3205,55aA 2157,90a

Tupy 31499,99 + 8511,66 * 8031,13 £ 16014,26

7679,48bB 862,27aA 1968,73aA 12281,43a
Xavante 30101,14 + 24058,82 + 12555,50 £ 22238,48 +

3785,29bB 2296,60bB 860,76aA 8041,86b
Média geral | 27612,25 + 1421257 £ 11052,17 +

6463,44B 6488,33A 2738,49A

*Meédias seguidas pela mesma letra maidscula na linha e minudscula na coluna ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Quanto ao teor de CFT, cada cultivar apresentou um comportamento distinto entre 0s
estagios de maturacdo estudados (tabela 6). Na cultivar ‘Cherokee’ os estagios verde e maduro
apresentaram maiores teores de CFT que 0 estagio semi-maduro. Para a cultivar ‘Guarani’ 0s
estagios semi-maduro e maduro obtiveram maiores teores de CFT que o estagio verde. Ja na
“Tupy’, o estagio verde apresentou maior teor de CFT que o0 estagio maduro e este maior teor que o
estagio semi-maduro. E a ‘Xavante’ ndo apresentou diferenca significativa no teor de CFT entre 0s
estagios de maturacao.

Milivojevic et al., 2013 comparou o teor de compostos bioativos e a capacidade antioxidante
de diversos berries no estagio maduro, utilizando a mesma metodologia desse estudo, de Singleton;
Rossi (1965), para CFT. A cultivar de amora "Thornfree' apresentou teor de CFT de 1,97 mg EAG g
! a'Cacanska bestrna' 1,74 mg EAG g* e a ‘R. Plicatus’ 3,20 mg EAG g%, um hibrido de cultivares
nativas da Serbia, a qual apresentou teor superior ao das duas primeiras cultivares. Neste estudo,
considerando apenas o0 estagio maduro, a cultivar ‘Xavante’ (1,47 mg EAG g*) apresentou teores
superior a ‘Tupy’ (1,32 mg EAG g?) e as demais cultivares ‘Cherokee’ e ‘Guarani’ apresentaram
teores intermediarios 1,38 e 1,40 mg EAG g™ respectivamente.

Azevedo (2011) avaliou o teor de CFT e de antocianinas de cinco diferentes estagios de
maturacao de amora-preta, mas apenas de uma cultivar (Tupy). Diferente do presente estudo, ndo
foi encontrado diferenca significativa entre os estagios de maturacdo quanto ao teor de CFT. Ja o
contetido de antocianinas aumentou juntamente com a progressdo da maturacdo do fruto, ou seja,
com teores aumentando do fruto verde para o maduro, o0 mesmo comportamento foi observado para
a cultivar ‘Tupy’ (tabela 6). As antocianinas possuem papel fundamental como antioxidantes
naturais na amora-preta, representando em torno de 65% da atividade antirradical livre dos
compostos fenolicos totais (FERREIRA; ROSSO; MERCADANTE, 2010).

A comparagdo entre resultados de atividade antioxidante vem sendo relatada em outros
estudos como inviavel, devido as diferencas entre os métodos de analises e entre a apresentacdo dos
resultados (GOLDONI, 2017; PACHECO, 2015). Entdo, neste trabalho nédo foi incluido os valores
da literatura para a atividade antioxidante, assim como no estudo de De Souza et al. (2014), apenas
foi comparado qualitativamente os resultados encontrados quanto a cultivares e estagios de
maturagdo de frutos. Sugere-se uma padronizacdo das metodologias, e dos célculos de apresentacao
de resultados de atividade antioxidante, assim como dos métodos de quantificagdo dos compostos
bioativos, pois a mesma dificuldade tambem foi encontrada para comparacdo dos resultados de
CFT, antocianinas e flavonoides. Ou seja, ha a necessidade da criacdo de um “padrdo ouro” para

anélises em alimentos.
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Quanto a AAT dos estagios de maturacdo, diferentes componentes da amostra podem ter
apresentado maior afinidade de sequestrar o radical ABTS e outros mais eficientes para o radical
DPPH. Sendo que, os frutos verdes apresentaram maior atividade antioxidante pelo método ABTS,
exceto para a cultivar ‘Guarani’ onde as analises nao foram realizadas neste estagio de maturacéo.
Pelo método DPPH, houve um comportamento distinto para cada cultivar entre os estagios de
maturacgdo, salientando que, quanto menor o valor de ECso, maior a atividade antioxidante do
composto analisado. Onde, a cultivar ‘Cherokee’ obteve melhor AAT nos estagios verde e semi-
maduro, a ‘Guarani’ nos estagios semi-maduro e maduro, na ‘Xavante’ os frutos no estagio maduro
apresentaram melhor AAT que os frutos verdes. E a ‘Tupy’ ndo diferiu entre os estagios de
maturagdo quanto a AAT (tabela 6).

Zielinsk et al. (2015) testaram a AAT de amoras das cultivares ‘Tupy’ e ‘Brazos’ pelo
método FRAP, também em trés estagios de maturacdo (verde, semi-maduro e maduro) e nao
encontrou diferenca significativa entre os estagios de maturacdo. Hassimotto et al. (2008),
avaliaram a AAT de cinco cultivares de amora-preta brasileiras pelo método de p-caroteno e nédo
encontraram diferencga significativa entre clas, porém todas as cultivares, incluindo ‘Tupy’ e
‘Guarani’ também avaliadas neste estudo, foram eficientes em inibir a oxidagdo do B-caroteno
sendo caracterizadas como fortes antioxidantes.

Hirsch (2011) avaliou a AAT a partir de extratos antocianinicos de amora-preta pelo método
DPPH, e ndo encontrou diferenca entre as cultivares ‘Guarani’, ‘Tupy’ e ‘Cherokee’ colhidas no
ano de 2007, apenas houve diferenca quanto a cultivar ‘Xavante’ e ‘Cherokee’ colhidas no ano de
2009. O mesmo pode ser observado neste estudo, com o método ABTS, se considerarmos apenas a
média geral das cultivares estudadas, onde a cultivar ‘Xavante’, colhida no ano de 2017, foi a Unica
que apresentou diferenca das demais cultivares, que foram colhidas em 2016 (tabela 6). Tal fato
sugere que a diferenca na AAT pode estar relacionada com os elementos climaticos de cada ano e
ndo com a cultivar.

Guedes et al. (2014) analisaram diferentes cultivares de amora no estagio de maturagédo
maduro pelo método DPPH, e a cultivar ‘Xavante’ apresentou melhor AAT seguido da ‘Guarani’
que ndo diferiu da ‘Cherokee’. A cultivar ‘“Tupy’ obteve o pior desempenho quanto AAT. No
presente estudo, analisando as cultivares no estdgio maduro, apenas a ‘Cherokee’ diferiu das
demais, apresentando a menor AAT pelo método DPPH (tabela 6).

A atividade antioxidante de amora-preta tem sido relacionada em outros estudos com o teor
de CFT (FERREIRA; ROSSO; MERCADANTE, 2010; GUEDES et al., 2017; SILVA;
VENDRUSCOLO; TORALLES, 2011). Nossos resultados demonstraram que a AAT, pelo método
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ABTS, teve correlacdo positiva com o teor de CFT para os trés estagios de maturacdo, verde r =
0,8452, semi-maduro r = 0,9580 e maduro r = 0,6014. Na média geral, a cultivar ‘Xavante’
apresenta maior teor de CFT entre as cultivares estudadas, e ndo apresentou diferenca significativa
entre 0s estagios de maturacdo (tabela 6). Assim, as analise de viabilidade celular (figura 10), 6xido
nitrico (figura 11) e mieloperoxidase (figura 12) foram realizadas apenas com a cultivar ‘Xavante’
no estagio de maturacdo comercial, ou seja, maduro.

O efeito de diferentes concentracOes de extrato de ‘Xavante’ foi testado, figura 10, e nédo
apresentou citotoxicidade, havendo um aumento da viabilidade celular a partir da concentracéo de
50 ug/mL. Chen et al. (2016) testaram o efeito protetor de amora-preta antes e apds simulacao de
digestdo gastrointestinal in vitro frente a inducdo de citotoxicidade por Etil carbamato (EC) em
celulas Caco-2. A viabilidade celular observada caiu para 71,6% em comparagdo com 0O grupo
controle (100%) apds a inducgdo da citotoxicidade por EC. A amora-preta antes da digestdo exerceu
uma fraca protecdo (77,25% da viabilidade celular), enquanto que depois da digestdo proporcionou

uma potente protecdo aumentando a viabilidade celular para 94,5%.
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Figura 10. Viabilidade de celulas expostas por 24h a diferentes concentragdes de extrato de amora

da cultivar ‘Xavante’ no estagio maduro.
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As concentractes de 25, 50 e 100ug/mL de extrato de amora ndo apresentaram danos
oxidativos as células tratadas por 24 horas, como podemos observar na figura 11. J&, as células
expostas aos extratos nas concentracdes de 250 e 500ug/mL comecaram a apresentar alteracdes,

danos oxidativos (figura 11), no entanto continuaram viaveis (figura 10).
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Figura 11. Efeito de diferentes concentracfes de extrato de amora, da cultivar ‘Xavante’ no estagio

maduro, na produc¢do de 6xido nitrico em células tratadas por 24h.

O oxido nitrico é um radical livre diatbmico produzido a partir de L-arginina por 6xido
nitrico indutivel e constitutivo (iNOS e cNOS) em numerosas células e tecidos de mamiferos.
Acredita-se que algumas doencas inflamatorias crénicas estdo associadas com a producgédo de ON e
as antocianinas tem fortes efeitos inibidores na producdo deste (KONG et al., 2003). Outros
flavonoides também sdo capazes de diminuir a producdo de ON e a expressdo da enzima iNOS,
dentre os quais podemos citar as flavonas apigenina, luteolina, crisina, o flavonol miricetina e a
isoflavona genisteina (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009).
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A MPO é a proteina mais abundante presente em leucocitos polimorfonucleados, ou
neutréfilos, que sdo as primeiras células a serem estimuladas no processo inflamatério (DAVIES,
2011). A MPO ¢ liberada nos fagossomos contendo organismos patogénicos e realiza o burst
oxidativo produzindo uma grande quantidade de EROs (NUSSBAUM et al., 2013). A MPO catalisa
a conversao de perdxido de hidrogénio a acido hipocloroso (HOCI), que é um poderoso oxidante
com forte acdo antimicrobiana. No entanto, a sua produgdo excessiva pode ocasionar severos danos
aos tecidos, pois e extremamente reativa com biomoléculas, contribuindo para o desenvolvimento
de doencas como aterosclerose e cancer (KETTLE; WINTERBOURN, 1994).

Na figura 12, podemos observar que o extrato de amora foi capaz de inibir a acdo da enzima
MPO, sendo nas concentragdes 25, 100 e 250ug/mL onde houve uma reducdo significativa da
atividade da MPO em 9,11, 9,79 e 8,44% respectivamente, em relacdo ao controle. No presente
estudo obtivemos bom resultado quanto a inibi¢cdo da MPO utilizando a cultivar que apresentou o
maior teor de CFT. Srivastava et al., (2010) encontraram relacdo entre a inibicdo de MPO e teor de
CFT. Os pesquisadores testaram, in vivo, trés cultivares de amora (Navaho, Kiowa e Ouachita) e
ndo encontraram diferenca na inibicdo da MPO entre as cultivares, as atividades anti-inflamatorias
das fracdes da amoreira tiveram correlacdo com o conteddo de CFT (r = 0,925) e com a atividade
antioxidante (r = 0,923). Estes resultados sugerem que os efeitos anti-inflamatorios observados a
partir de amoras estdo diretamente relacionadas ao nivel de polifendis presentes (SRIVASTAVA et
al., 2010).
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Figura 12. Efeito de diferentes concentracdes de extrato de amora, da cultivar ‘Xavante’ no estagio

maduro, na produc¢do da enzima MPO em células tratadas por 24h.

3.4 CONCLUSAO

Através deste estudo, foi possivel identificar a quercetina como aglicona principal nas
amostras de amora-preta avaliadas. Também verificamos que cada cultivar de amora-preta
apresenta um comportamento distinto quanto ao teor de CFT entre os estagios de maturacao
estudados, ou seja, cada cultivar tem um periodo especifico onde o teor destes compostos bioativos
estd mais potencializado. Todas as cultivares de amora-preta apresentaram maior teor de
antocianinas no estagio verde. O teor de flavonoides também foi maior no estagio verde para
‘Cherokee’ e ‘Guarani’. No entanto, ‘Tupy’ e ‘Xavante’ apresentaram 0S menores teores de
flavonoides no estagio verde, sendo indicado os estagios semi-maduro e maduro com 0 maior
percentual de flavonoides para estas duas cultivares. A AAT, pelo método DPPH, apresentou
comportamento distinto para cada cultivar entre os estagios de maturacdo. E considerando apenas a

média geral, ndo houve diferenca significativa entre as cultivares quanto AAT pelo método DPPH.
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Ja, pelo método ABTS, os frutos verdes apresentaram maior atividade antioxidante, exceto para a
cultivar ‘Guarani’, e a AAT mostrou correlagdo positiva com o teor de CFT para os trés estagios de
maturacdo. Considerando a média geral, a cultivar ‘Xavante’ apresenta maior teor de CFT entre as
cultivares estudadas, e ndo apresentou diferenca significativa entre os estagios de maturacao.

O extrato de amora da cultivar ‘Xavante’ no estagio maduro, nao apresentou citotoxicidade e
aumentou a viabilidade celular a partir da concentracdo de 50 ug/mL. As concentracGes de 25, 50 e
100ug/mL deste extrato ndo apresentaram danos oxidativos as células tratadas por 24 horas. E as
concentragdes 25, 100 e 250ug/mL reduziram significativa a atividade da MPO. De acordo com 0
disposto acima, a amora-preta da cultivar ‘Xavante’ no estdgio maduro apresenta potencial para uso

terapéutico, sugerindo-se mais estudos in vivo relacionados com o estresse oxidativo.
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4. CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DE DIFERENTES CULTIVARES E ESTAGIOS DE
MATURACAO DE FRAMBOESA

RESUMO

As framboesas possuem alto valor nutritivo, sdo fontes de vitaminas e minerais e podem ser
designadas como um alimento funcional, o qual estd demonstrado na literatura possuir efeito
benéfico, relevante na melhoria do estado de saude, de bem-estar e na reducéo do risco de doencas.
As propriedades nutracéuticas apresentadas pelos frutos de framboesa estdo relacionadas
principalmente a atividade antioxidante, devido a presenca de alguns compostos como &cidos
fendlicos, antocianinas, flavondis e carotenoides. O objetivo deste estudo foi caracterizar os
compostos bioativos e testar a atividade antioxidante in vitro em framboesas das cultivares
‘Heritage’ (vermelha) e ‘Fallgoald’ (amarela) em dois estagios de maturacéo (verde e maduro). Os
métodos espectrofotométricos foram utilizados para a caracterizacdo dos compostos, e DPPH e
ABTS para Atividade Antioxidante Total (AAT), bem como testes de viabilidade celular (MTT) e
de citotoxicidade (Oxido nitrico e mieloperoxidase (MPQ)). A cultivar ‘Heritage’ demonstrou
melhores teores de compostos bioativos comparados a ‘Fallgoald’. Os frutos de framboesa no
estagio maduro séo indicados quando os compostos de interesse forem flavonoides e antocianinas e
no estagio verde quando os compostos de interesse forem fendlicos totais (CFT) para esta cultivar.
A AAT néo diferiu entre as cultivares, apenas entre os estagios de maturacdo pelo método ABTS,
onde o estagio verde apresentou melhor AAT que o estdgio maduro. No estagio de maturacdo
verde, a AAT teve correlagdo com o teor de CFT. O extrato de framboesa da cultivar ‘Heritage’ no
estagio comercial, aumentou a viabilidade celular e as concentragbes de 25, 50, 100, e 250ug/mL
ndo apresentaram danos oxidativos as células tratadas por 24 horas. As concentracfes 50 e
100ug/mL foram capazes de reduzir significativamente a enzima MPO. Assim, framboesas
vermelhas se destacaram quanto ao teor de compostos bioativos em relacdo as framboesas amarelas
e os frutos verdes apresentaram melhor atividade antioxidante, pelo método ABTS, em relacdo aos
frutos maduros.

PALAVRAS-CHAVE: Berry. Framboesa. Compostos Bioativos. Nutracéutica.



52

ABSTRACT

Raspberries have high nutritional value, are sources of vitamins and minerals and can be designated
as a functional food, which has been shown in the literature to have a beneficial and relevant effect
on improving health status, well being and reducing the risk of diseases. The nutraceutical
properties presented by raspberry fruits are mainly related to antioxidant activity, due to the
presence of some compounds such as phenolic acids, anthocyanins, flavonols and carotenoids. The
objective of this study was to characterize the bioactive compounds and to test the antioxidant
activity in raspberries of the cultivars 'Heritage' (red) and 'Fallgoald’ (yellow) in two stages of
maturation (unripe and ripe). Spectrophotometric methods were used to characterize the compounds
and the DPPH and ABTS methods for Total Antioxidant Activity (AAT), as well as cell viability
(MTT) and cytotoxicity tests (nitric oxide and myeloperoxidase (MPQ)). The cultivar 'Heritage'
showed better bioactive compounds contents compared to 'Fallgoald'. Ripe raspberry fruits are
indicated when the compounds of interest are flavonoids and anthocyanins and unripe raspberry
fruits when the compound of interest is CFT for this cultivar. The AAT did not differ among
cultivars, only between maturation stages by the ABTS method, where the unripe fruits presented
better AAT than ripe fruits. At the unripe stage, the AAT correlated with the CFT content.
Raspberry extract from ‘Heritage’ cultivar at the ripe stage increased cell viability and
concentrations of 25, 50, 100, and 250 ug / mL did not present oxidative damage to treated cells for
24 hours. Concentrations of 50 and 100ug / mL were able to significantly reduce the MPO enzyme.
Thus, red raspberries stood out as to the content of bioactive compounds compared to yellow
raspberries and the unripe fruits presented better antioxidant activity, by the ABTS method, in
relation to the ripe fruits.

KEYWORDS: Berry. Raspberry. Bioactive compounds. Food analysis.
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4.1 INTRODUCAO

As framboesas possuem alto valor nutritivo, sdo fontes de vitaminas e minerais, aléem de
atrairem o consumidor tanto pelo aspecto visual como gustativo, constituindo excelente alimento
refrescante. Pode ser designada alimento funcional, o qual estd demonstrado possuir efeito benéfico,
relevante na melhoria do estado de saude, de bem-estar e na reducéo do risco de doencas (ANVISA,
1999; SOUSA, 2007b).

Estudos realizados com differentes cultivares de framboesa tém demosntrado o potencial de
seus compostos bioativos na carcinogénese e na imunoterapia de diversos canceres (KNOBLOCH
et al., 2015; MACE et al., 2014; SHI et al., 2016; WARNER et al., 2014), seu potencial como anti-
inflamatdrio (BIBI et al., 2018; SHIN et al., 2014), potencial neuroprotetor (GARCIA et al., 2017;
IM et al., 2013) na prevencédo e tratamento do Alzheimer (ZHOU et al., 2017) e no controle de
diversas doencas cronicas ndo transmissiveis (Noratto; Chew; Atienza, 2017; Xiao et al., 2017;
Jeong et al., 2016). As propriedades nutracéuticas apresentadas pelos frutos de framboesa estéo
relacionadas principalmente a atividade antioxidante, devido a presenca de alguns compostos como
acidos fenolicos, antocianinas, flavonois e carotendides (CHEN et al., 2013; DE SOUZA et al.,
2014b; FU et al., 2015; MAKSIMOVIC et al., 2013).

Atualmente um dos grandes desafios da pesquisa € a substituicdo de compostos
antioxidantes sintéticos por substancias provenientes de produtos vegetais. A énfase na busca por
produtos que atendam essa demanda tem aumentado substancialmente, sendo necessarios estudos
que identifiqguem quais as possiveis fontes desses compostos na natureza e elucidem 0s processos
relacionados com a sua produgéo nas plantas (CROGE, 2015).

Diferencas quanto a composicdo de compostos bioativos e atividade antioxidante de
framboesa sdo encontrados devido ao solo, o clima, praticas agricolas, qualidade da agua de
irrigacdo, cultivar, estagio de maturacéo, colheita, tamanho do fruto e condi¢des de armazenamento
do fruto (FU et al., 2015; PLESSI; BERTELLI; ALBASINI, 2007; ZHAO et al., 2007).

Algumas mudancas nas framboesas durante a sua maturacdo sdo visiveis, tais como a cor,
devido ao desenvolvimento de metabdlitos secundarios, e o0 aroma, devido a producao de compostos
volateis (PLESSI; BERTELLI; ALBASINI, 2007). Assim, o objetivo deste estudo foi caracterizar
0s compostos bioativos e testar a atividade antioxidante in vitro em framboesas das cultivares

‘Heritage’ (vermelha) e ‘Fallgoald’ (amarela) em dois estagios de maturacdo (verde e maduro).
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4.2 MATERIAIS E METODOS

As framboesas foram adquiridas do pomar de fruticultura da Universidade Federal da
Fronteira Sul — Campus Chapeco, que esta situado a uma latitude de 27°07'11"S, longitude de
52°42'30"0 e a uma altitude de 605 metros em relacdo ao nivel médio dos mares. O clima do local,
segundo a classificacdo de Koppen, é de categoria C, subtipo Cfa (Clima Subtropical imido), com
inverno frio e Umido e verdo moderado e seco. O solo é denominado Latossolo Vermelho
Distroférrico (EMBRAPA, 2004).

Na colheita das frutas foi adotado um plano de amostragem sistematico por cultivar e
estagio de maturagdo, sempre no periodo da manhd, onde estas foram higienizadas (lavadas,
cloradas por pelo menos 15 minutos e enxaguadas), acondicionadas em sacos plasticos e congeladas
a -80°C até o momento das anélises. As unidades experimentais por cultivar e estagio de maturagao
foram compostas por 150g de frutas cada, ou seja, em torno de 500¢g de frutas colhidas por cultivar
e estagio de maturacdo. As analises de caracterizacdo dos compostos e da atividade antioxidante
foram realizadas em triplicata.

Duas cultivares de framboesa (‘Heritage’ ¢ ‘Fallgold’) foram colhidas, com dois estagios de

maturacao (figura 13).

Figura 13. Estagios de maturacdo de framboesa: a)‘Heritage’ baga verde b) ‘Heritage’ baga madura
c)‘Fallgoald’ baga verde d) ‘Fallgoald’ baga madura.
FONTE: Autores, 2018.
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4.2.1 EXTRACAO

A metodologia de extracdo dos compostos bioativos de framboesa foi segundo Maksimovic
et al. (2013), com pequenas modificacbes. Cinco gramas de fruta foram homogeneizados com
20mL de solucdo extratora composta por metanol/H20/HCI (70:30:5 proporcdo por volume)
durante um minuto. Em seguida, o homogeneizado foi filtrado em papel filtro e armazenado a -80°C
até o momento das analises. O extrato foi utilizado para as analises de Fendlicos Totais e Atividade
Antioxidante.

4.2.2 COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (CFT)

A quantificacdo dos CFT ocorreu pelo método de Folin-Ciocalteau descrito por Singleton;
Rossi JR. (1965) e modificado por Georgé et al. (2005). Onde, 0,5mL do extrato com 2,5mL do
reagente de Folin-Ciocalteau foram deixados em repouso por cinco minutos a temperatura
ambiente e adicionados 2,0mL de carbonato de sodio 4% e incubados a temperatura ambiente, no
escuro, por duas horas. Entdo realizada a leitura em espectrofotometro em A=760nm. Utilizou-se
acido galico (AG) como um padrdo para a curva de calibracdo, a qual foi construida nas
concentragdes de 2,5; 5; 10; 25; 50; 75; 100 e 120ppm de AG. Os resultados foram expressos em
miligramas de EAG (EAG = equivalente de acido galico) por grama de amostra (mg EAG/Q).

4.2.3 ANTOCIANINAS E FLAVONOIDES TOTAIS

A extracdo e quantificacdo de antocianinas e flavonoides totais foi conforme metodologia de
Lees; Francis (1972), com algumas modificagdes. Onde, 5g de fruta foram triturados com 100mL
de solugédo extratora composta por metanol/HCI (85:15 proporcao por volume) e armazenado em
temperatura ambiente ao abrigo de luz por 20h. Apos as 20h, o extrato foi filtrado e lavado com
25mL da solugdo extratora e deixado em repouso ao abrigo de luz por 2h. Entéo, retirou-se 1mL da
amostra e adicionou-se mais 10mL da solucdo extratora e agitou-se em vortex antes da leitura. A
leitura foi efetuada em espectrofotometro em A=374nm para flavonodides e em A=535nm para
antocianinas.

Para os célculos foram utilizadas as seguintes equages:

- Flavonoides: (Valor da absorbancia x Fator de diluicéo) / 76,6

- Antocianinas: (Valor da absorbancia x Fator de diluicdo) / 98,2
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Onde: Fator de diluicdo = ¢ quantidade de solucdo extratora utilizada na maceragao e na
filtragdo / quantidade de extrato vegetal utilizado pra compor a amostra) x quantidade de solucéo
extratora adicionada a amostra final utilizada. Os resultados foram expressos em miligramas por

grama de amostra (mg/g).

4.2.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL ABTS

A atividade antioxidante total foi avaliada através da capacidade antioxidante de
equivalentes de trolox (TEAC), método que mede a capacidade da amostra em estinguir o radical
livre ABTS* em ambientes lipofilicos e hidrofilicos segundo Rufino et al. (2007). Homogeneizou-
se 5g de fruta com 40 mL de metanol 50% e deixou-se em repouso por 1h em temperatura
ambiente. A amostra foi centrifugada a 4500 rpm por 15 minutos e separou-se 0 sobrenadante.
Entdo, foi adicionado 40 mL de acetona 70% a amostra residual do tubo de centrifugacdo que
também foi homogeneizada e deixada em repouso por 1lh a temperatura ambiente, centrifugada
novamente a 15000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante desta segunda centrifugacdo foi
adicionado ao sobrenadante da primeira centrifugacdo e completado volume até 100 mL com agua
destilada em um baldo volumétrico, e assim obtido o extrato.

A partir do extrato foi preparado trés diluicBes (25, 50 e 100%). Uma aliquota de 30 pL de
cada diluicdo do extrato foi adicionada a 3,0 mL do radical ABTS* e a absorbancia foi
mensurada em espectrofotdometro a A=734nm apds 6 minutos da mistura. O metanol foi utilizado
como branco para calibrar o equipamento. Para o célculo da AAT foi substituido na equacédo da
reta, gerada a partir das diferentes concentragfes do extrato, a absorbancia correspondente a 1000
MM de trolox. Os resultados foram expressos em pM trolox / g de amostra.

4.2.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL DPPH

A atividade antioxidante total também foi avaliada atraves do principio da captura do
radical livre DPPH por antioxidantes, com base na metodologia proposta por Rufino et al.
(2007b). O extrato foi realizado da mesma maneira descrita anteriormente para o ensaio ABTS.

A partir do extrato foram realizadas trés diluicbes (25, 50 e 100%) para o calculo da
concentragdo do composto e determinagcdo do efeito em 50% - ECso. Uma aliquota de 0,1 mL
de cada amostra foi adicionada em 3,9 mL de solucdo 0,06 mM do radical DPPH e a sua

absorbancia foi mensurada em espectrofotdbmetro a A=515nm até estabiliza¢do (+ 11 minutos).
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Para calibrar o equipamento foi utilizado como branco o metanol e como controle uma solucéo de
metanol, acetona e agua. Os dados obtidos foram confrontados com a curva padrdo do DPPH,
elaborada atraves da leitura de diferentes dilui¢ces do radical. Os resultados foram expressos em

gramas de fruto/gramas de DPPH.

4.2.6 CULTIVO CELULAR

No cultivo celular foram utilizadas as células polimorfonucleares do sangue. Sangue
humano foi coletado e as células extraidas e mantidas em cultivo. As células foram contadas em
microscopio ptico e a concentracdo de 1x10® cultivada em meio de cultura Roswell Park Memorial
Institute (RPMI-1640) suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiético e
antifangico, e mantidas em estufa de CO a 37°C.

O extrato de amora descrito no item 3.2.1 foi rotaevaporado, liofilizado e posteriormente
diluido em &gua. Apos 24 horas de adaptacdo na placa de cultivo, as células foram tratadas com
diferentes concentracdes (0, 25, 50, 100, 250 e 500ug/mL) deste extrato. As células ficaram
expostas ao extrato de amora por 24 horas e entdo foram realizadas as analises de viabilidade

celular, producéo de 6xido nitrico e mieloperoxidase.

4.2.7 VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular foi avaliada pelo método MTT 3-(4, 5-dimethy thiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide, segundo Fukui; Yamabe; Zhu (2010). As células foram cultivadas
em placas de 96 pocos e coradas com 10uL do reagente de MTT e 90uL de solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS) durante 1 h a 37°C. Entdo, centrifugou-se por 10 minutos a 2000rpm,
retitou-se e descartou-se 70uL do sobrenadante e adicionou-se 70uL de dimetilsulfoxido (DMSO),
e a absorbancia foi medida a A= 560 nm. Os resultados foram expressos em percentual,
comparando-se a percentagem da absorbancia com a percentagem do controle negativo.

Absorbancia % = (Absorbancia x 100) / média do controle negativo

4.2.8 PRODUCAO DE OXIDO NITRICO (ON)
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Niveis de oxido nitrico foram estimados medindo a concentracdo de nitritos (NO.), o
produto final estdvel do metabolismo de Oxido nitrico, em meios de cultura com o reagente de
Griess. Foi colocado 100! do sobrenadante em uma placa e adicionar 100pl do reagente de Griess,
incubado por 10min em temperatura ambiente e realiza a leitura em A= 540nm (NOH et al., 2015).
Os resultados foram expressos em percentual, comparando-se a percentagem da absorbancia com a
percentagem do controle negativo.

Absorbancia % = (Absorbancia x 100) / média do controle negativo

4.2.9 MIELOPEROXIDASE (MPO)

Os niveis de MPO foram avaliados segundo Suzuki et al. (1983). Em uma placa foi pipetado
12l de sobrenadante e adicionado 148ul de aminoantipirina 25mM, mais 170 pl de H20, 1,7mM e
incubado 30 min a 37°C. Na presenga de H20> como agente oxidante, a MPO catalisa 0 acoplamento
oxidativo de fenol e aminoantipirina originando um produto colorido, a quinoneimina, com uma
absorbancia maxima de A= 500nm. Assim, a leitura foi realizada em A= 492nm. Os resultados foram
expressos em percentual, comparando-se a percentagem da absorbancia com a percentagem do
controle negativo.

Absorbancia % = (Absorbancia x 100) / média do controle negativo

4.2.10 ANALISE ESTATISTICA

A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro Wilk. A analise de variancia
(ANOVA) utilizada para avaliar a influéncia das diferentes cultivares e dos estagios de maturacéo
no teor de compostos bioativos e na atividade antioxidante das frutas. As médias foram comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. O programa utilizado foi Sisvar 5.6. Também foi
realizada a correlacdo entre o teor dos diferentes compostos analisado com a AAT, o teste utilizado

foi Spearman’s Rho e o programa JMP 5.1.
4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
A cultivar ‘Heritage’(vermelha) demonstrou melhores teores de antocianinas, flavonoides

(tabela 7) e CFT (tabela 8) em relacéo a ‘Fallgoald’ (amarela). Quanto a diferenca entre os estagios

de maturacédo, para a ‘Fallgoald’, o teor de antocianinas e de flavonoides ndo diferiram entre os
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estagios verde e maduro (tabela 7). A ‘Heritage’ apresentou teor de flavonoides maior no estagio
maduro em relagédo ao verde, 0 mesmo aconteceu para o teor de antocianinas, que chegou a ser mais
de 10 vezes maior no estadgio maduro em relagdo ao estagio verde para esta cultivar (tabela 7). Para
ambas as cultivares, ‘Heritage’ e ‘Fallgoald’, o fruto verde apresentou maiores teores de CFT
(tabela 9).

Tabela 7- Conteudo de Antocianinas, Flavonoides de framboesas de diferentes cultivares e estagios
de maturacéo.

Cultivar | Verde Maduro Média geral
Antocianinas (mg.100g*MF)
Fallgoald 0,30+ 0,19aA 0,34 + 0,19aA 0,32+0,17a
Heritage 1,85 + 0,06bA 19,28 + 1,08bB 10,56 + 9,58b
Média geral 1,07 £ 0,86A 9,81 +10,40B
Flavonoides (mg.100gtMF)
Fallgoald 4,41 + 0,16aA 5,93+ 2,12aA 5,17 + 1,58a
Heritage 12,81 £ 0,24bA 18,93 £ 1,14bB 15,87 + 3,43b
Média geral 8,61 +4,61A 12,43 +7,28B

*Meédias seguidas pela mesma letra maidscula na linha e minuscula na coluna nao diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Carvalho et al. (2013) promoveram estudos para compreender as diferencas na biossintese
de flavonoides em framboesas vermelhas e amarelas. Entre as diferencas encontradas, além da falta
de antocianinas, as variedades amarelas aparentemente ndo possuem procianidina B1 (epicatequina-
(4b / 8) - dimero de catequina), que estava presente em todas as variedades vermelhas investigadas.

No estudo realizado por Kula et al. (2016) onde foi realizada uma compara¢do quantitativa
e qualitativa dos perfis de antocianina e ellagitaninos nos frutos de varias cultivares de framboesa
vermelha (R. idaeus) e framboesa preta (R. occidentalis) cultivados na Polonia, a cultivar ‘Heritage’
apresentou niveis significativamente maiores de antocianinas, juntamente com a ‘Polka’ e 'Polesie’".
Segantini et al. (2015) também encontraram conteudo de fendlicos totais e de antocianinas totais
maiores para a cultivar ‘Heritage’ (3,58 GAE kg'fw e 0,53 CGE kg™fw respectivamente) do que
para ‘Fallgold’ (2,03 GAE kg™fw e 0,04 CGE kg 'fw respectivamente). ‘Fallgold’ (polpa amarela)
apresentou a menor capacidade antioxidante, com 14,13 mol eq. trolox kg*fw, e o baixo teor de
antocianinas poderia estar relacionado com a sua baixa capacidade antioxidante (SEGANTINI et
al., 2015).

Segundo Souza et al., (2014) que seguem a classificacdo de Hassimoto et al. (2005), as
framboesas vermelhas juntamente com as amoras sdo boas fontes de antioxidantes enquanto que

outras pequenas frutas como morango, cereja e mirtilo possuem atividade antioxidante
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intermediaria. No presente estudo, a AAT pelo método ABTS e DPPH ndo diferiu entre as
cultivares de framboesas amarela e vermelha (tabela 8), no entanto, o estagio de maturagdo verde,
pelo método ABTS, demonstrou maior atividade antioxidante que no estgio maduro (tabela 9).

Tabela 8- Contetudo de Compostos fenolicos Totais e Atividade antioxidante total de diferentes
cultivares de framboesa.

Cultivar ‘ CFT AAT - ABTS AAT - DPPH

(mg EAG/g) (UM trolox gt amostra) (ECso g de fruta g DPPH)
Fallgoald 1,11 +0,20a 12410,03 £ 2003,31a 21,79 £ 3,52a
Heritage 1,30 £ 0,15b 14316,58 + 1727,28a 24,78 +1,73a

*Meédias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

Tabela 9- Conteudo Compostos fenolicos Totais e Atividade antioxidante total de diferentes
estagios de maturacdo de framboesa.

Estagio de CFT AAT - ABTS AAT - DPPH
maturag&o (mg EAG/Q) (UM trolox gt amostra) (ECso g de fruta g DPPH)
Verde 1,36 £ 0,08b 14599,36 + 2011,83b 22,00 = 3,23a
Maduro 1,05+ 0,15a 12127,26 £ 1211,40a 24,57 £ 2,52a

*Meédias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

No estagio de maturacdo verde, a AAT teve correlacdo com o teor de CFT, DPPH (r = -
0,8286) e ABTS (r = 0,8286). Salientamos que a correlacdo foi positiva entre o teor de CFT e AAT
para ambos 0s métodos, pois no teste DPPH quanto menor o valor de ECso, maior a atividade
antioxidante do composto analisado. A relagdo entre AAT e o teor de CFT vem sendo encontrada
em diversos estudos, tanto em estudos com diversos berries (CHEN et al., 2013), quanto com
framboesas (FU et al., 2015; MAKSIMOVIC et al., 2013).

As analises de viabilidade celular (figura 14), 6xido nitrico (figura 15) e mieloperoxidase
(figura 16) foram realizadas apenas com a cultivar ‘Heritage’, por ter os melhores resultados quanto
ao teor de CFT, no entanto, o estagio de maturacdo utilizado foi o maduro, por ser o estagio de
maturacdo comercial.

As diferentes concentragcOes de extrato de framboesa aumentaram a viabilidade celular, ou
seja, ndo apresentaram citotoxicidade para as células tratadas por 24 horas (figura 14). Chen et al.
(2016b) investigaram o efeito protetor de extrato de framboesa e extrato de framboesa que passou

por uma digestdo gastrointestinal simulada in vitro contra dano oxidativo induzido por acrilamida
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(AA) em celulas Caco-2. A viabilidade celular foi significativamente reduzida para 61,6% na
presenca de 2,5mM AA em comparagdo com o grupo controle. O extrato de framboesa aumentou a
viabilidade celular em 11,2% e o extrato digerido aumentou em 29,6% em relacdo ao grupo tratado
com AA. Em outro estudo, Chen et al. (2016c) estudaram o efeito protetor da framboesa submetido
a digestdo gastrointestinal simulada in vitro no estresse oxidativo induzido por Ethyl carbamate
(EC) em células Caco-2. A viabilidade celular do pré-tratamento com extrato digerido foi
aumentada em 23% em comparacdo com a do grupo EC. O pré-tratamento com extrato bruto
aumentou 5,87%, o que indicou que o extrato digerido pode efetivamente melhorar a citotoxicidade

induzida pela EC.
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Figura 14. Viabilidade de celulas expostas por 24h a diferentes concentragdes de extrato de

framboesa da cultivar ‘Heritage’ no estagio maduro.

Im et al. (2013) testaram o efeito protetor de duas fragdes, antocianinas e ndo antocianinas,
de extrato de framboesa em celulas neuronais de PC-12. A fragdo de antocianina, em concentracfes

de 1, 10 e 100 Ig/ml, aumentou significativamente a viabilidade de células PC-12 expostas a 50 mL
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de H2O, de forma dependente da dose. Um efeito semelhante também foi observado com todo o
extrato, enquanto a fragdo ndo antocianina diminuiu significativamente a viabilidade celular a 100
Ig/ml. Embora a viabilidade aumentada de células PC-12 neuronais possa, em parte, ser explicada
pelo efeito antioxidante das antocianinas, foi levantada a possibilidade de certos compostos nas
fracbes ndo antocianinas  apresentarem efeitos toxicos para as celulas in vitro em altas
concentragdes (IM et al., 2013).

Zhou et al. (2017) investigaram o0s constituintes quimicos da framboesa vermelha com
potenciais para o tratamento da doenca de Alzheimer. Os resultados obtidos mostraram que 200 mL
de H20; poderia reduzir a viabilidade celular para 53,5% em comparagdo com o grupo controle. Os
compostos 2a (7R,8R-4,7,9,9-tetrahydroxy-3-methoxy-8-O-4-neolignan), 2b (7S,85-4,7,9,9-
tetrahydroxy-3-methoxy-8-O-4-neolignan) e 3a (8R-4,7,9,9-tetrahidroxi-3,3-dimetoxi-8-O-4-
neolignano) apresentaram efeitos neuroprotetivos estatisticamente significativos a uma
concentracdo de 100 uM (as viabilidades celulares foram 70,8%, 80,6% e 69,1%, respectivamente),
em comparagdo com o grupo modelo.

As concentragdes de extrato de framboesa testadas ndo foram capazes de inibir a produgéo
de dxido nitrico, no entanto as concentragdes de 25, 50, 100, e 250ug/mL ndo apresentaram danos
oxidativos as células tratadas por 24 horas (figura 15). No estudo de Garcia et al. (2017) a fracao
digerida de framboesa foi capaz de inibir a producdo de dxido nitrico, entre outros fatores, o que
resultou na inibicdo da ativacdo pré-inflamatéria microglial por lipopolissacarideos. Salientando
assim, o potencial anti-inflamatério dos polifenois de framboesa vermelha (Rubus idaeus) como
abordagem preventiva para a neuroinflamacdo (GARCIA et al., 2017). No carcinoma de células
escamosas esofagicas induzidas por carcinogénio em ratos, framboesas pretas liofilizadas foram

capazes de suprimir a expressao e a atividade de oxido nitrico indutivel (iNOS) (SHI et al., 2016).
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Figura 15. Efeito de diferentes concentracGes de extrato de framboesa, da cultivar ‘Heritage’ no
estagio maduro, na producédo de 6xido nitrico em células tratadas por 24h.

Quanto a enzima MPO, podemos observar na figura 16 que as diferentes concentracdes do
extrato de framboesa foram capazes de inibir a acdo da enzima, sendo que a reducdo foi
significativa para as concentracbes 50 e 100ug/mL, onde a reducdo foi de 9,11 e 8,77%
respectivamente, em relacdo ao controle. A presenca de compostos fendlicos como os flavonois
(quercetina e miricetina) podem ser 0os compostos responsaveis pela modulacdo negativa da acao da
enzima MPO, sendo que a presenca do grupo catecol nestas substancias mostrou-se importante para
a inibicdo enzimatica (DOS SANTOS, 2010).



64

Mieloperoxidase Framboesa

[:I T T T T T
0 25 50 100 250 500

Extrato de framboesa (ug/mL)

Figura 16. Efeito de diferentes concentracGes de extrato de framboesa, da cultivar ‘Heritage’ no

estadgio maduro, na producdo da enzima MPO em células tratadas por 24h.

4.4 CONCLUSAO

A cultivar ‘Heritage’ demonstrou melhores teores de compostos bioativos comparados a
‘Fallgoald’. Os frutos de framboesa no estagio maduro séo indicados quando os compostos de
interesse forem flavonoides e antocianinas e no estagio verde quando o composto de interesse for
CFT para esta cultivar.

A AAT ndo diferiu entre as cultivares, apenas entre os estagios de maturacdo pelo método
ABTS, onde o estagio verde apresentou melhor AAT que o estagio maduro. No estagio de
maturacao verde, a AAT apresentou correlacdo com o teor de CFT.

O extrato de framboesa da cultivar ‘Heritage no estdgio comercial, ou seja, maduro,
aumentou a viabilidade celular. As concentragdes de 25, 50, 100, e 250ug/mL n&o apresentaram
danos oxidativos as células tratadas por 24 horas, e as concentra¢fes 50 e 100ug/mL do extrato de

framboesa foram capazes de reduzir significativamente a atividade da enzima MPO.
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Assim, as framboesas vermelhas se destacaram quanto ao teor de compostos bioativos em
relacdo as framboesas amarelas. E os frutos verdes apresentaram melhor atividade antioxidante em

relacdo aos frutos maduros, pelo método ABTS.
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5. CONCLUSAO

Através da realizacdo deste trabalho foi possivel fazer a caracterizacdo de alguns compostos
bioativos presentes nos berries estudados. N&o foi possivel identificar as cultivares com melhor
potencial antioxidante, pois diferentes componentes da amostra podem ter apresentado maior
afinidade de sequestrar o radical ABTS e outros mais eficientes para o radical DPPH. Ou seja,
devido aos diversos tipos de radicais e aos diferentes sitios de agéo.

No entanto, foi possivel identificar para cada cultivar, o estagio de maturacdo onde o
composto antioxidante de interesse encontra-se em maior quantidade. Bem como, correlacionar o
efeito antioxidante com os compostos bioativos, mostrando que esta relagéo foi com o teor de CFT,
ou seja, um efeito sinérgico dos compostos estudados.

Os extratos de amora cultivar ‘Xavante’ ¢ framboesa cultivar ‘Heritage’, ambos no estagio
maduro, aumentaram a viabilidade celular das células tratadas por 24h. Os extratos de amora e de
framboesa nas concentragdes (25, 50 e 100ug/mL) e (25, 50, 100, e 250ug/mL), respectivamente,
ndo apresentaram danos oxidativos as células. Os extratos nas concentragdes (25, 100 e 250ug/mL)
amora e (50 e 100ug/mL) framboesa, também foram capazes de reduzir significativamente a
atividade da enzima MPO. Ou seja, a amora-preta e a framboesa vermelha apresentaram potencial

para uso terapéutico, sugerindo-se assim mais estudos in vivo.
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