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RESUMO

A amoreira-preta (Rubus spp.) é uma espécie frutifera exoética com importante
potencial econdmico para a agricultura familiar. Além disso € fonte de compostos
bioativos com propriedades benéficas a saldde humana. Desde 1970, tem sido
inserida em programas de melhoramento genético, 0s quais podem contribuir para o
incremento dos teores de compostos bioativos e do potencial biolégico dos seus
frutos. O preparo de extratos a partir dos frutos € importante para a avaliagdo dos
teores dos compostos bioativos e da atividade antioxidante, sendo o método de
extracdo um fator muito importante para a melhor recuperacédo desses parametros.
Assim, este estudo avaliou inicialmente, o efeito de diferentes métodos de extracao
sobre os teores de compostos fendlicos e atividade antioxidante in vitro dos frutos de
amoreira-preta cultivados na regido de Curitibanos -SC . Posteriormente, utilizou-se
o método de extracdo escolhido para avaliar o teor de compostos bioativos e
atividade antioxidante in vitro dos frutos de cinco diferentes gendtipos: cultivares
Xavante, Tupy, BRS Xingu e selecbes avancadas Black 145 e Black 178. Dos seis
diferentes métodos de extracdo utilizados, os melhores para a recuperacdo de
compostos fendlicos e atividade antioxidante foram os que utlizaram solvente
etandlico (etanol 99°GL) a temperatura de 50°C ou o solvente hidroalcodlico (etanol
96°GL) com ou sem acidificacdo. Na segunda etapa do estudo, utilizando somente a
extracdo com o solvente hidroalcodlico (etanol 96°GL) acidificado, observou-se que
a cultivar Xavante apresentou o maior teor de compostos fendlicos e antocianinas e
potencial antioxidante nos métodos de avaliacdo do potencial redutor de ferro
(FRAP) e de remocdo do radical DPPH. Esses dados in vitro demonstram a
importancia do uso de solventes etandlicos ou hidroalcodlicos para a obtencdo de
melhor potencial antioxidante da amora-preta e sugerem um possivel maior
potencial biolégico da cultivar Xavante em relacdo aos demais genétipos. Porém, ha
ainda a necessidade de se corroborar o potencial biol6gico dos gendtipos avaliados
em estudos in vivo futuros.

Palavras chave: Amora-preta. Cultivar. Genétipos. Compostos bioativos.



ABSTRACT

Blackberry tree (Rubus spp.) is an exotic fruit species with significant economic
potential for family farming. It is also a source of bioactive compounds with beneficial
properties to human health. Since 1970, it has been inserted in breeding programs,
which can contribute to the increase of bioactive compounds content and the
biological potential of their fruits. The preparation of extracts from the fruits is
important for the evaluation of bioactive compound content and the antioxidant
activity, being the extraction method a very important factor for the better recovery of
these parameters. Thus, this study initially evaluated the effect of different extraction
methods on the phenolic compound content and in vitro antioxidant activity of fruits of
blackberry tree grown in the region of Curitibanos - SC. Afterwards, it was used the
extraction method chosen to evaluate the bioactive compounds content and the in
vitro antioxidant activity of the fruits of five different genotypes: Xavante, Tupy, BRS
Xingu cultivars and advanced selections Black 145 and Black 178. From six different
extraction methods, the best for the recovery of phenolic compounds and antioxidant
activity were those that used ethanolic solvent (99°GL ethanol) at 50°C or the
hydroalcoholic solvent (96°GL ethanol) with or without acidification. In the second
stage of the study, using only the extraction with hydroalcoholic solvent (ethanol
96°GL), it was observed that Xavante cultivar presented the highest phenolic
compounds and anthocyanin content and antioxidant potential in the methods of
evaluation of the iron reducing potential (FRAP) and of DPPH radical scavenging.
These in vitro data demonstrate the importance of the use of ethanolic or
hydroalcoholic solvents to obtain a better antioxidant potential from blackberry and
suggest a possible greater biological potential of the Xavante cultivar in relation to
the other genotypes. However, there is still a need to corroborate the biological
potential of the genotypes evaluated in further in vivo studies.

Key words: Blackberry. Cultivar. Genotypes. Bioactive compounds.
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1 INTRODUCAO

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
presentes no Anuario Brasileiro de Fruticultura de 2014, o Brasil é o terceiro pais
entre 0os maiores produtores mundiais de frutas, ficando atras apenas da China e da
india (FAO, 2017). O Rio Grande do Sul, com a primeira colocagio e S&o Paulo,
com a segunda, sdo os estados responsaveis por mais de 80% da area total
cultivada no Brasil de amoreira-preta (Rubus spp.), e os demais 20%, se dividem
entre os estados de Santa Catarina, Parana, Minas Gerais e Espirito Santo
(FAOSTAT, 2016).

Segundo os autores Attilio et al. (2009), Fachinello et al. (2011), Jacques e
Zambiazi (2011), Yanamoto et al. (2013), o acréscimo de renda per capita € um dos
principais fatores que influencia no incremento da produgé&o de fruticultura nacional,
uma vez que o aumento do poder aquisitivo e a adesdo aos habitos saudaveis
relacionados a maior procura de alimentos que tenham em sua composiGao
elementos funcionais, acompanham o aumento do consumo de frutas e verduras.
Além disso, estudos indicam que a pratica de atividades fisicas e a adog¢do do
consumo de frutas e verduras esta atrelado a prevencao de doencas cronicas nao
transmissiveis (DCNTs) como o céncer, diabetes, doencas hipertensivas, doencas
cardiovasculares, bem como ao fortalecimento do sistema imunolégico (KEY et al.,
2004; TANDON et al., 2008; AICR, 2013; INCA, 2014; KHANNA et al. 2014).

A origem e a progressao das DCNTSs estdo associadas ao estresse oxidativo
causado pela producdo excessiva de espécies reativas (ERs) nas células, e
portanto, a sua prevencao esta associada a ingestao de vegetais e frutas ricos em
compostos antioxidantes, também conhecidos como compostos bioativos
(WAHLQVIST et al.,, 2013). Esses compostos derivados de plantas (polifendis,
flavonoides, carotendides, etc) tém despontado como excelentes alternativas com
potencial dietético e/ou terapéutico nas doencgas associadas a ma alimentacao.

Neste sentido, os frutos da espécie vegetal Rubus spp. (amoreira-preta)
possuem compostos bioativos que estdo relacionados a qualidade da amora-preta, e
que também s&o reconhecidos por apresentar propriedades antioxidante, anti-
mutagénica e antitumoral em alguns tipos de céanceres (TAVARES et al., 2012).

Evidéncias cientificas demonstram que a casca da raiz de amoreira branca (Morus
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alba) também possui atividade anticancerigena e anti-inflamatéria (ZENI et al., 2010;
CHEN et al., 2013; EO et al., 2014).

Em razdo de sua alta produtividade e do baixo custo de implantacdo e de
manutencdo, a amoreira-preta € uma espécie exoética com importante potencial
econdmico para a agricultura familiar (FERREIRA; ROSSO; MERCADANTE, 2010).
Desde 1970, tem sido inserida em programas de melhoramento genético no Brasil
pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), com o objetivo de
proporcionar melhor adaptacdo ao cultivo e ao consumo no Brasil (PEREIRA et al.,
2013; ANTUNES et al., 2014). Neste sentido, cada espécie tem um local de 6timo
desenvolvimento, com exigéncias edafocliméaticas especificas, sendo possivel a
expressao do seu potencial produtivo de forma integral apenas nos locais de melhor
adaptacdo. Logo, por inferir que o Brasil em sua extensdo territorial possui
caracteristicas climéticas adversas (PBMC, 2016), a informacé&o nutricional, quimica
e funcional presente em diferentes espécies pode ser um dos fatores de escolha no
momento de implantacdo da cultura (BOWEN-FORBES et al., 2010; TAVARES et
al., 2012). Além disso, praticas de melhoramento genético em frutiferas podem
resultar também em aumento do teor de compostos bioativos, bem como de sua
qualidade nutricional e de seu potencial biolégico (CAPOCASA et al., 2008; TORMA
et al., 2017).

Adicionalmente as préaticas de melhoramento genético, outro fator importante
gue pode resultar em diferentes teores de compostos bioativos e da atividade
antioxidante de frutas de diferentes genoétipos, é o método extrativo utilizado para a
obtencdo dos extratos. Neste sentido, o tempo e a temperatura de extracdo, bem
como os tipos e proporcdes de solventes utilizados impactam diretamente nos teores
e nos perfis de compostos obtidos, bem como na atividade antioxidante (KRAUZE-
BARANOWKA et al., 2014; BARBI, 2016; SANTOS et al., 2017).

Considerando a importancia da agricultura familiar para a economia do
municipio de Curitibanos e regido, bem como o potencial econémico da amoreira-
preta para esta atividade, este estudo buscou avaliar o potencial antioxidante dos
frutos de cinco diferentes gendtipos da amoreira-preta obtidos por melhoramento
genético e cultivados em Curitibanos — SC.
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1.1 JUSTIFICATIVA

A geracao de renda nas propriedades a partir da agricultura familiar € um
desafio constante, tanto pela alta competicdo com outros produtos de origem animal
e vegetal, ja inseridos por questbes tradicionais e culturais, como pela dificuldade
em unir a diminuicdo dos impactos ambientais causados pelos métodos de manejo
convencionais adotados, ao ganho de capital do produtor (ANTUNES, 2002). Com o
aumento da procura por alimentos com qualidade nutricional e funcional, abre-se
espaco para frutiferas como a amoreira-preta. Essa espécie vegetal possui potencial
produtivo e qualitativo, pois depende de manejo menos intensivo e agressivo ao
meio ambiente, uma vez que apresenta caracteristicas de resisténcia e adaptacao
ao clima temperado, bem como altos valores nutritivos contendo atividade funcional
(FACHINELLO et al., 2011). Dessa maneira a geracdo de informacdo de qualidade
oriunda de pesquisas, € necessaria para que se agregue valor a esses produtos,
permitindo o incremento na oferta de empregos e insercdo de pequenos produtores
no fomento do mercado consumidor.

Além disso, os dados provenientes de pesquisas sobre o potencial funcional
da amoreira-preta podem auxiliar no desenvolvimento de medicamentos e incentivar
o consumo de frutos na forma in natura ou até mesmo processados. O consumo de
frutos ricos em compostos fendlicos € de extremo interesse, pois 0s mesmos agem
no combate e prevencdo de doencas oriundas de um desequilibrio no organismo
decorrente da acao de radicais livres e denominado estresse oxidativo (ALLEN;
TRESINI, 2000). Esse por sua vez, inicia ou agrava patologias como o cancer e as
doencas cardiovasculares. Estudos anteriores com a espécie de amoreira Rubus
brasiliensis comprovaram que além de nutrientes e minerais na sua composi¢ao
quimica, esta presente o acido elagico (C14HsOs), derivado do acido gélico, que
possui propriedades anticancerigena, antioxidante e anti-mutagénica (ANTUNES,
2004), o que incentiva ainda mais estudos sobre outras espécies de amoreira.

Ainda néo existem estudos préevios sobre a quantificacdo de compostos bioativos e
atividade antioxidante dos genoétipos de amoreira-preta (Rubus spp.) cultivados em
Curitibanos — SC. Esses estudos sao de grande relevancia, pois podem agregar
valor & producdo e comercializacdo dos frutos e processados, aumentando assim, o
interesse por parte dos produtores, comerciantes e dos consumidores locais e

regionais em relacao a essa espécie frutifera.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Quantificar compostos bioativos como os fendlicos e antocianinas
monomericas totais (AMT), e avaliar o potencial antioxidante in vitro dos frutos de
cinco diferentes genotipos de amoreira-preta (Rubus spp.) provenientes de
programas de melhoramento genético e cultivados na regido do municipio de
Curitibanos — SC.

1.2.2 Objetivos Especificos

- Definir o melhor método para a extracdo de compostos fendlicos e atividade
antioxidante in vitro de extratos obtidos de uma mistura dos frutos de cinco
gendtipos de amoreira-preta (Rubus spp.);

- Apos a definicdo do método de extracdo, quantificar o teor de fendlicos e
AMT, bem como avaliar a atividade antioxidante in vitro de extratos obtidos a partir

dos frutos de cada um dos cinco diferentes gendtipos da amoreira-preta.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Rubus spp.

2.1.1 Origem

A amoreira-preta € uma planta arbustiva que pode possuir porte ereto ou
rasteiro (Figura 1), pertencente a familia das Rosaceas (Rosaceae), do género
Rubus, o qual abrange em torno de 740 espécies (SANTOS; BASSOLS; MADAIT,
1997). O centro de origem da amoreira-preta (Rubus spp.) ndo € definido como
apenas em um local, podendo ser considerado oriundo da Europa, da América do
Norte e até mesmo da América do Sul (SCHAKER; ANTONIOLLI, 2009). Segundo
Raseira (2004), estima-se que existam aproximadamente 740 espécies de amoreira-
preta no mundo, podendo estar classificadas em até 15 subgéneros diferentes.

Figura 1. Amoreira-preta (Rubus spp.) em sistema de conducao

Fonte: Abg, (2018)

Além da amoreira-preta, existem estudos envolvendo a amoreira-branca
(Morus alba L.) e a amoreira-miura (Morus nigra L.) ambas da familia Moraceae. O
centro de origem de ambas € o extremo oriente, China, sendo dispersas por todas
as regides do globo terrestre que apresentam até dois mil metros de altitude, sendo
cultivadas em clima temperado quente, mediterraneo, tropical e sub-tropical. Ambas
tem registros de utilizacdo na medicina Chinesa (PAWLOWSKA; OLESZEK;
BRACA, 2008; OLIVEIRA et al., 2013). Os frutos de amoreira-miura também sao
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conhecidos como amora-preta, sendo que normalmente, o0s suplementos
alimentares a base de amora-preta nao especificam a espécie utilizada, e portanto,
nao se sabe se as propriedades funcionais do fruto sdo atribuidas as amoras do
género Rubus ou Morus (ANVISA, 2018).

A amoreira-mildra € uma arvore que pode atingir 5 metros de altura, possui
tronco de cor escura e casca rugosa, suas folhas chegam a 16 centimetros de
comprimento, possui flores pequenas branco-amareladas, e tem frutos negros
quando maduros. Difere da Rubus fenoldgica e fisiologicamente, uma vez que seu
porte é arbustivo podendo ser ereta ou rasteira (SANTOS; BASSOLS; MADAIT,
1997). A espécie esta dispersa pelo territério brasileiro, porém seu principal centro
de disperséo é o Vale do Sao Francisco (ALMEIDA, 2011; ARAUJO, 2015).

No Brasil, apesar de haver a ocorréncia de espécies nativas de amoreira-
preta do género Rubus, tais como a R.urtieaefolius, R.erythroclados, R. brasiliensis,
R.sellowiie e R. imperialis, a maioria dos cultivos dessa planta utiliza cultivares
oriundas de cruzamento de espécies nativas dos Estados Unidos (ANTUNES et al.,
2014).

2.1.2 Producéao

Segundo dados levantados pelo IBGE, o Brasil ocupa a terceira posicdo no
ranking mundial dos paises que representam as maiores produtividades de frutas,
representadas em milhdes de toneladas por ano. De acordo com Santos, et al.
(2014), a producao nacional de frutas no ano de 2011 chegou a 44,955 milhGes de
toneladas. A China ¢é responsavel pela maior producdo mundial, com
aproximadamente 214,478 milhdes de toneladas, seguida pela segunda colocada,
india, que alcancou valores de 87,360 milhdes de toneladas anuais de producéo
frutifera.

Dentro do pais, pode-se afirmar que as condi¢bes edafoclimaticas propiciam
uma separacgdo de trés grandes climas principais: tropical, subtropical e temperado.
Logo, para a producdo de espécies frutiferas € necesséaria a realizacdo de um
zoneamento agroclimatico de acordo com as necessidades das culturas de interesse
e as condigbes climaticas do local de cultivo (FACHINELLO; NACHTIGAL,;
KERSTEN, 2011). De acordo com dados do IBGE (2007), em cada clima, existe uma
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area estimada de producédo das principais frutiferas, como é demonstrado na Tabela
1.

Tabela 1. Area total produtora das principais frutas no Brasil, de acordo com o clima.

FRUTAS AREA (ha)
Tropicais 1.034.708
Subtropicais 928.552
Temperadas 135.857
Total 2.099.117

Fonte: Fachinello et al. (2011)

A é&rea de cultivo de espécies frutiferas de clima temperado ainda é muito
baixa quando comparada com espécies de clima tropical. O cultivo da amoreira-
preta se adapta bem ao clima frio, temperado, de invernos amenos a rigorosos,
podendo ser cultivada em regides em que as horas de frio acumuladas sejam
apenas de 200 horas frio, até regibes em que ultrapassem as 1000 horas frio.
Entretanto, as mudancas de temperatura e altitude acarretam na alternancia de ciclo
da cultura, afetando principalmente o estadio de floracdo, onde uma variacédo a cada
300 metros a mais de altitude, faz com que a cultura responda com atraso de até
dez dias o inicio do seu florescimento (PAGOT et al., 2007).

Segundo Antunes et al. (2014), o Rio Grande do Sul é o maior produtor
nacional de amoreira-preta, com uma area plantada de aproximadamente 239,2
hectares (ha) possuindo quase metade da é&rea total plantada no pais que
corresponde a aproximadamente 527,8 ha, como demonstra a Tabela 2. Sdo Paulo
apresenta a segunda maior area cultivada, e o restante da producdo se concentra
nos estados de Santa Catarina, Parana, Minas Gerais e Espirito Santo. O fator que
impulsiona o acréscimo nas areas cultivadas e na producdo alcancada, segundo
Fachinello et al. (2011), € o aumento da renda nacional per capita conciliado ao
acréscimo na procura de uma alimentacdo saudavel. Dessa maneira, as frutiferas de

clima temperado tendem a ganhar cada vez mais espac¢o no mercado interno.
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Tabela 2. Principais Estados produtores de amora-preta no Brasil.

Estado Area de producéo (ha)
Rio Grande do Sul 239,2

Séo Paulo 213,5

Minas Gerais 40,0

Parana 22,1

Santa Catarina 10,0

Espirito Santo 3,0

Total 527,8

Fonte: Antunes et al.(2014)

2.1.3 Caracteristicas fisico-quimicas, nutricionais, fenolégicas e acdes

biolégicas

Os frutos das diferentes cultivares do género Rubus sdo grandes, variando
em torno de um peso médio de 6 gramas, possuindo coloragdo preta (Figura 2) e
sabor acido, porém doce, devido aos teores de sélidos soluveis totais. Sao frutos
consistentes revestidos por uma pelicula resistente, que libera aroma caracteristico
do fruto. As sementes dentro dos frutos sdo pequenas (ANTUNES; RASEIRA,
2004).

Figura 2. Frutos de amoreira-preta (Rubus spp.) logo apés a colheita.

Fonte: Abé (2018)
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Tém ainda como caracteristicas, alta umidade, teores consideraveis de
proteinas, fibras alimentares e soélidos sollveis totais. Sdo frutos que possuem
acidez, considerando porcentagem de acido citrico e um pH baixo, 0os quais podem
variar entre as cultivares.

Com relacdo aos valores de composicdo centesimal dos frutos, o estudo de
HIRSCH (2011), feito com diferentes gendtipos de amoreira-preta cultivados pela
EMBRAPA Clima Temperado de Pelotas (selecbes 07/001, 03/001, 02/96 e 99 e
cultivares Guarani, Cherokee, Tupy e Xavante), revelou teores de umidade dentro de
uma faixa de 84,8 até 90,3%, valores proteicos de 0,09 a 0,14%, fibras alimentares
variando menos de 0,3% dentro de uma faixa de 5,5 a 5,8%, e o resultante de cinzas
entre 0,27 a 0,49%. Em relacdo aos soélidos sollveis totais, obteve-se uma variacéo
entre 7,3 a 10,2 °Brix, e o acido citrico demonstrou valores entre 1,30 e 1,58%, com
pH entre 2,8 e 3,1.

Do ponto de vista nutricional, os frutos de amoreira-preta Sao ricos em
vitamina C, minerais, vitaminas do complexo B e A, agua (em torno de 85%) e
carboidratos (em torno de 10%), além de conter acidos graxos essenciais, que sao
compostos essenciais na regulacéo de diversas fungbes do organismo (ANTUNES
et al., 2002). Deve-se atentar ao momento de colheita para que os valores
nutricionais estejam dentro do esperado. Assim, as alteragcdes na coloracdo dos
frutos auxiliam na identificacdo do melhor momento para a colheita. Na Figura 3A,
observa-se o momento em que o fruto esta em ponto de colheita e na 3B, quando
ainda nao esta apto para ser colhido (GONCALVES et al., 2012).

Figura 3. Frutos de amoreira-preta (Rubus spp.) (A) Fruto maduro; (B) Frutos néo

maduros.

Fonte: Gongalves et al., (2012)
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A coloracdo dos frutos da amoreira-preta segue um padrao durante seu
amadurecimento, logo, os frutos sao inicialmente de coloracdo verde, e conforme
atingem sua maturacao alteram sua cor para avermelhado e por fim preto, como
pode ser observado na Figura 4, que demonstra os estadios fenoldgicos da

amoreira-preta, cultivar Tupy (Adaptado de Antunes, 1999).

Figura 4. Estadios fenologicos da cultivar Tupy: 0: botéo floral fechado; 1: botéo floral
aberto; 2: flor aberta; 3: perda total das pétalas; 4. Inchamento dos frutos; 5:

Mudanca de coloracéo dos frutos sem restos florais; 6: Mudanca de coloracao verde
para avermelhado; 7: Fruto totalmente vermelho; 8: Inicio de escurecimento do fruto;

9: Fruto totalmente preto.

Fonte: Adaptacdo de Antunes (1999)

Em relacdo ao cultivo da amoreira-preta, uma das principais problematicas
encontradas € a sua curta vida poés-colheita, por serem frutos frageis e pouco
resistentes a impactos fisicos quando comparados com outros frutos, como a cereja
por exemplo. Além disso, possuem alta taxa respiratéria, o que também diminui sua
vida de prateleira. Portanto deve-se ter cuidado com o armazenamento e transporte,
de preferéncia mantendo-se os frutos a uma temperatura proxima a 2°C
(ANTUNES, DUARTE FILHO; SOUZA, 2003).

Silva et al. (2014) demonstrou que em um periodo de armazenamento de até
10 dias a uma temperatura ambiente de 28°C pode ter influéncia positiva no
aumento do numero de fendlicos totais da amora-preta, devido ao aumento da taxa
respiratoria e geracdo desse produto, elevando sua capacidade antioxidante.

Entretanto, o autor ndo considera caracteristicas sensoriais como sabor, aparéncia e
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aroma, caracteristicas essas que sao essenciais para a comercializacado dos frutos,
principalmente in natura. Com base nisso, pode-se considerar que o0
armazenamento refrigerado, por retardar os processos respiratérios e transpiratérios
e também a producdo de etileno, € o melhor método de armazenamento por
periodos de tempo prolongados, uma vez que, com baixas temperaturas, reduz-se a
proliferacéo de fungos causadores de podriddes (ANTUNES et al., 2003; SCHAKER,;
ANTONIOLLI, 2009).

Pouco se sabe sobre as atividades bioldgicas dos frutos da espécie Rubus
spp, sendo a atividade antioxidante, a mais estudada até o momento (HIRSCH,
2011; DENARDIN et al., 2015). CUEVAS-RODRIGUEZ et al. (2010) também
demonstrou as propriedades anti-inflamatorias dos frutos de diferentes gendtipos de
Rubus spp. Especificamente sobre os genotipos trabalhados no presente estudo, ou
seja, as cultivares Xavante, Tupy, BRS Xingu e as sele¢Oes Black 178 e Black 145,
evidéncias de suas propriedades biologicas sdo escassas, especialmente sobre as
selecbes, ndo havendo estudos desses gendtipos cultivados na regido de
Curitibanos — SC.

Em oposto a espécie Rubus spp., o potencial biolégico da amoreira-miara
(Morus nigra L.) estd melhor elucidado. O estudo de Araujo (2015) demonstrou que
os frutos da amoreira-midra possuem compostos antioxidantes naturais que auxiliam
no controle de radicais livres e dos danos oxidativos em lipidios, reduzindo a
incidéncia de casos de doencas crbnicas. Outros estudos evidenciaram a atividade
protetora cerebral em camundongos, relacionados ao acido siringico presente no
extrato aquoso dos frutos de amoreira-milra (QUADIR; ALI; IBRAHIM, 2014;
DALMAGRO; CAMARGO; ZENI, 2017). Os frutos e as folhas da amoreira-miara tem
demonstrado atividades antioxidante, antimutagénica e anticarcinogénica
(AGABEYLI, 2012; ISSA; ABD-ALJABAR, 2013; TURAN et al., 2017).

2.2 ESPECIES REATIVAS, ANTIOXIDANTES E ESTRESSE OXIDATIVO:
RELACAO COM AS DOENCAS HUMANAS

Durante o metabolismo celular produtor de energia, ocorre a liberacdo de ions
hidrogénio (H+) livres, os quais tem potencial toxico, pois podem reagir com outras
moléculas por meio de reagfes de Oxido-reducéo, gerando assim espécies reativas
de oxigénio (EROs) (HUBER et al., 2008), como demonstrado na Figura 5. Por
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reacOes de reducdo de 1 elétron, o oxigénio molecular (O;) é convertido em anion
superéxido (0.*) que na sequéncia, pode ser reduzido a peréxido de hidrogénio
(H20,) ou convertido a peréxinitrito (ONOQO") na presenca de Oxido nitrico (NO). Na

presenca de Fe®", o H,O, forma o radical hidroxil ("OH), a mais reativa das EROs.

Figura 5. Demonstracédo da formacéo de EROs.

e e e e
0,—>— 0,"—— H.0, ~~—* OH ——p— H,0
20t H* H,O H*
NO

ONOO’
Fonte: NICHI, (2003)

Segundo Halliwell e Gutteridge (1999), as EROs podem ser divididas em
espécies radicalares e nao radicalares. As radicalares possuem elétrons
desemparelhados na sua ultima camada orbital, sendo as principais representadas
por: radicais hidroxila (*OH), anion superéxido (O,"), radicais peroxil (RO*,), radicais
hidroperoxil (HO®,) e radicais alcoxil (RO®). Equanto que as EROs néo radicalares
possuem os elétrons pareados, sendo representadas principalmente pelo perdxido
de hidrogénio (H,0,), oxigénio singlete (*O,), acido hipocloroso (HOCI) e ozénio
(Os).

Estudos demonstraram que as EROs sdo importantes no desempenho de
funcdes do sistema imune e na sinalizacdo celular, porém, quando presentes em
excesso, podem causar danos as biomoléculas (FINKEL E HOLBROOK, 2000; JI;
GOMEZ-CABRERA; VINA 2006). Esses danos em excesso podem evoluir para
mutacdes, desorganizacéo tecidual, alteracdes na expressao génica, decréscimo na
sinalizacao intracelular, instabilidade gendmica, entre outros danos (RATTAN, 2006).

De forma a evitar o acumulo de EROs, existem compostos denominados de
antioxidantes, os quais podem ser encontrados de forma endogena e exdgena no

organismo, e fazem o controle dessas ERs potencialmente toxicas. Esses
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antioxidantes séo divididos em enzimaticos e ndo enziméticos (RODRIGUEZ et al.,
2004). Os antioxidantes enzimaticos sdo representados pelas enzimas superéxido
dismutase (SOD), glutationa redutase (GR), glutationa peroxidase (GPX) e pela
catalase (CAT) (Figura 6) (HALLIWEL; GUTTERIDGE, 1999). Os antioxidantes néo
enzimaticos por sua vez, sdo representados pela glutationa (GSH), coenzima Q-10,
cisteina, melatonina, e 0s compostos bioativos (B-Caroteno, fitoestrogenos,

vitaminas E e C e os compostos fendlicos) (WEI; LEE, 2002).

Figura 6. Antioxidantes enziméticos. (A) SOD, (B) CAT e (C) GPx

(A)2H' +20," —2 50, +H,0,

Catalase

(8)2H,0, ——— 0O, +H,0

GPx

(c)R-O0OH+2GSH —— R-OH+GSSG+H,0

Fonte: ARAUJO (2006)

O estresse oxidativo € uma condi¢cdo que ocorre quando ha um desequilibrio
entre a producdo das EROs e a sua remocdo por antioxidantes enddgenos ou
exdgenos. Por se tratar de uma condicdo que rompe o equilibrio celular, o estresse
oxidativo é comumente associado a inimeras doencas, pois causa danos oxidativos
as proteinas, acidos nucleicos e lipidios (ZABIDAH; KONG; AMIN, 2011).

Nesse sentido, a ingestdo de antioxidantes de origem natural atua
significativamente na prevencdo do estresse oxidativo, auxiliando na prevencao das
doencas crénicas nao transmissiveis (DCNTs) oriundas da a¢édo das ERs, tais como
0 cancer, as doengas cardiovasculares e o diabetes (VENDEMIALE;
GRATTAGLIANO; ALTOMARE, 1999; PEREIRA; CARDOSO 2012; SCHAICH,
2015). Neste contexto, os compostos bioativos oriundos de frutas e vegetais tém
demonstrado importantes atividades relacionadas a prevencao e tratamento dessas
DCNTs (WAHLQVIST et al., 2013).

2.3 COMPOSTOS BIOATIVOS

Em espécies vegetais, 0s compostos bioativos ou fitoquimicos consistem em

metabalitos secundarios com funcéo de protecdo de condi¢cbes adversas, sejam elas
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oriundas de meios bidtico ou abibtico. Além disso, possuem funcédo alelopatica e
servem como forma de atracdo para polinizadores (LARCHER, 2004; TAIZ; ZEIGER,
2013).

2.3.1 Fendlicos

Os compostos fendlicos apresentam um grupo fenol constituido por um anel
aromatico hidroxilado em seu modelo estrutural basico, entretanto, sdo separados
em diversas classes, sendo duas predominantes: os acidos fendlicos e os
flavonoides (MARTINS et al., 2016). Os acidos fendlicos séo representados pelos
acidos hidroxicinamicos e hidroxibenzoicos (Figura 7). Enquanto que os flavonoides
séo divididos em seis outras classes: flavonas, flavononas, antocianidinas, flavanois,
isoflavonas e flavonois (Figura 8) (LIU et al., 2014; SILVA et al., 2014). A estrutura
quimica basica dos flavonoides é o flaviium que consiste em 15 carbonos
distribuidos em dois anéis aromaticos (anéis A e B). Os benzenos aparecem
interligados a uma estrutura heterociclica central, o pirano (anel C), onde o primeiro
benzeno € condensado com o sexto carbono do pirano, que na posi¢cao 3 carrega
um grupo fenila (DORNAS et al. 2007) (Figura 8). Por possuirem mais de um anel

aromatico hidroxilado, os flavonoides sao frequentemente referidos como polifendis.

Figura 7. Modelo estrutural basico dos acidos hidroxicindmicos e hidroxibenzoicos
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R*=R’=R'=0H - Acido galico
R'=R'=0OH - Acido gentisico
R*=R*=0CH;, R*=0H Acido sinapico Acido siringico

Fonte: Heleno et al., (2015)
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Figura 8. Estrutura quimica das principais classes de flavonoides

Modelo estrutural basico de um flavonoide
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Fonte: CERQUEIRA et al., 2007, adaptado

2.3.2 Antocianinas

As antocianinas sdo pigmentos vegetais pertencentes a classe dos
flavonoides e sdo responsaveis pela pigmentacdo de frutos, vegetais e gréos de
maneira em geral. A estrutura quimica béasica das antocianinas € policiclica e

constituida por quinze carbonos, como demonstrado na Figura 9.

Figura 9. Estrutura quimica basica das antocianinas
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Fonte: LOPES et al., (2000)
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Esses pigmentos conferem cores em tons de vermelho, azul e roxo
majoritariamente as flores e frutos, embora também sejam encontrados nas folhas
vermelhas, em graos, raizes e tubérculos vermelhos a purpureos comestiveis
(KHOO et al., 2017).

As antocianinas sao parte essencial dos frutos, uma vez que a qualidade
desses é relacionada a sua atratividade aos olhos dos consumidores. Logo, se a
aparéncia e qualidade dos frutos forem superiores, maior sera a chance de venda, e
maiores serdo 0s teores de compostos funcionais ingeridos pelo consumidor.
Pelargonidina, Cianidina, Peonidina, Delifinidina, Petunidina e Malvidina séo as seis
antocianidinas (estruturas nao glicosiladas) encontradas no reino vegetal, que
podem variar sua estrutura por substituicdes glicosidicas nas porcdes 3 e 5 (LEE,

2005), demonstradas na Figura 10.

Figura 10. Estrutura das diferentes antocianidinas.
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Fonte: Adaptado de Bobbio; Bobbio (1995)

Quimicamente, as antocianinas sao muito instaveis e podem sofrer
degradacgéo ao passarem por qualquer tipo de processamento, 0 que limita seu uso
como corante natural, uma vez que a temperatura, luz e pH sdo os principais fatores

que proporcionam essa degradacéo (LIMA et al., 2002; LIMA et al., 2005)
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Entre os trés principais fatores de degradagdo, o mais limitante deles é
considerado o pH, o qual pode alterar a estabilidade, forma quimica e a cor das
antocianinas, sendo a forma mais estavel encontrada em pH acido. Estudos como o
de Akwie (2000) relataram que em pH 3,0, as antocianinas assumem cor
avermelhada (cétion flavilium ou flavilio), as quais passam para amarelo palida com
o dobro do valor de pH (pseudobase ou carbinol) e azul escuro com o triplo do valor
do pH inicial (ionizadas e chalconas). A seguir, pode-se observar a mudanca na

estrutura quimica das antocianinas, demonstrado na Figura 11.

Figura 11. Alteracao na estrutura quimica das antocianinas por variacao de pH
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Fonte: Akwie, (2000)

2.3.3 Compostos bioativos da amoreira-preta

Os frutos do género Rubus sdo considerados como potenciais agentes
nutritivos por apresentarem ndo s6 minerais e nutrientes essenciais, mas também
grupos responsaveis por desempenhar propriedades funcionais no organismo
humano, como os compostos fendlicos (ALLEN; TRESINI, 2000; MOTA, 2006).
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Antunes (2004) demonstrou a presenca do acido elagico (Ci4HsOsg) na
espécie Rubus brasiliensis. Este composto € um composto fendlico derivado do
acido galico e possui funcdo anticancerigena, antioxidante e anti-mutagénica.
Trabalhos como o de Kahkonen et al. (1999), demonstraram maior atividade
antioxidante e alto conteudo fendlico total em bagas Aronia e de Rubus spp, quando
comparadas aos da macéa. Esse comparativo pode-se tornar interessante uma vez
gque atenta que pequenos frutos como os de Rubus spp podem estar em vantagem
nutracéutica quando comparados com frutos de grande expressao produtiva em
climas temperados como a maca.

Nesse contexto, a amoreira-preta (Rubus spp) se encaixa como uma aliada
do produtor e do consumidor, por ser uma frutifera que disponibiliza em seus frutos
altos valores nutritivos.

Além disso, os frutos sdo de facil manejo agronémico, adaptados a regiao de
clima temperado e possuem boa resisténcia a patdgenos e doencas, portanto,
independem do uso obrigatorio de agroquimicos, podendo ser conduzidos sem a
utilizacao de defensivos quimicos de altas concentracdes. Portanto, a amoreira-preta
pode se enquadrar na producéo familiar, gerando seguranca alimentar e ambiental
(ANTUNES, 2002).

Considerando o potencial biolégico de diversas espécies de amoreira-preta ja
demonstrado na literatura cientifica, € importante a realizacdo de estudos que
avaliem os compostos bioativos e atividade antioxidante dos gendétipos obtidos por
melhoramento genético e cujos dados sobre as suas propriedades biolégicas ainda
Sao escassos ou inexistentes. A fim de propiciar melhores condi¢des para a extracéo
dos compostos bioativos e atividade antioxidante da amora-preta, € importante
considerar a escolha de um método de extracdo adequado, que recupere 0 maximo
de compostos bioativos e que a0 mesmo tempo, garanta a integridade e a qualidade
desses compostos.

2.3.4 Fatores que influenciam a extragcdo dos compostos bioativos

Diferentes fatores influenciam a extracdo de compostos bioativos das frutas
ricas em antocianinas. Entre os principais fatores a se considerar sdo a temperatura,
tempo de extragdo, o pH (muito critico para as antocianinas) e a proporcao entre
solventes ou entre o(s) solvente(s) e o material vegetal utilizado (SKREDE;
WROLSTAD; DURST, 2000; MARIAM; CHIM; 2009; PATRAS et al., 2010).
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Em relacdo a influéncia da temperatura sobre a extracdo de compostos
fendlicos totais e antocianinas, alguns estudos indicam o uso de uma temperatura
mais elevada (em torno de 50°C), capaz de inativar a enzima polifenol oxidase
(PFO), envolvida na degradacdo de compostos bioativos em frutos, favorecendo o
aumento da extragdo das antocianinas (SKREDE; WROLSTAD; DURST, 2000;
PATRAS et al., 2010). Por outro lado, estudos indicam que o uso de temperaturas
elevadas podem levar a degradacdo dos compostos bioativos (AKOWUAH;
MARIAM; CHIN, 2009; TSAO, 2010). Portanto, é importante a realizacdo de estudos
gue avaliem o efeito da temperatura sobre a extracdo desses compostos, bem como

de sua atividade antioxidante.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 DIVISAO DE ETAPAS

O presente trabalho foi dividido em duas principais etapas. A primeira etapa
foi responsavel por avaliar e escolher qual o melhor método de extracdo de
compostos fendlicos da amora preta, baseado em 6 diferentes métodos descritos na
literatura para frutos ricos em antocianinas. Nessa etapa, a escolha do método mais
representativo foi baseada na quantificacdo espectrofotométrica de fendlicos totais e
no teste de remocéo do radical DPPH. O método escolhido foi aplicado a segunda
etapa deste estudo.

A segunda etapa consistiu em avaliar e quantificar os compostos bioativos
(fendlicos totais e antocianinas) presentes nos frutos de 5 diferentes gendtipos de
amoreira-preta, bem como a sua atividade antioxidante in vitro, a fim de comparar

esses dados entre os gendtipos obtidos por melhoramento genético.

3.2 LOCAL E DATA

A execucédo e desenvolvimento do presente experimento foram efetuados na
Universidade Federal de Santa Catarina — Campus de Curitibanos, no Laboratorio
de Fisiologia da Reproducdo Animal (LAFRA) e Laboratério de Quimica Geral, os
guais possuem a estrutura necessaria para a realizacdo de processos como
extracdo, caracterizacdo e avaliagcdo dos compostos fitoquimicos presentes nos
extratos. O inicio das atividades relacionadas ao projeto se deram em julho de 2017.

A coleta dos frutos foi feita na fazenda experimental da UFSC — Campus de

Curitibanos, onde foram cultivadas as diferentes variedades de amoreiras.

3.3 VARIEDADES UTILIZADAS

Foram utilizados os frutos de cinco diferentes genotipos de amoreira-preta,
sendo duas selecbes (Selecdo Black 145, selecdo Black 178) e trés cultivares
(Xavante, Tupi, BRS Xingu).

As sele¢bes sdo resultados de programas de melhoramento genético que
visam gerar plantas com caracteristicas atrativas tanto ao consumidor quanto ao

produtor. A selecéo Black 145 é descendente do cruzamento da cultivar Caingangue
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com a Selecdo 9/96, enquanto que a selecdo Black 178 é originaria do cruzamento
entre a cultivar Caingangue e a Selecao 5/96.

As cultivares avaliadas no presente experimento também sdo oriundas de
cruzamentos. A cultivar Xavante € oriunda da segunda geracédo do cruzamento entre
as selecbes A. 1620 e A. 1507, enquanto que a Cultivar Tupi é resultado do
cruzamento entre a Cultivar Uruguai e a Cultivar Comanche; a Cultivar BRS Xingu é
resultado do cruzamento entre a Cultivar Tupi e a Cultivar americana Arapaho

(ANTUNES; RASEIRA, 2004; EMBRAPA, 2015).

3.4 CONSERVACAO DOS FRUTOS

Como citado anteriormente, os frutos da espécie Rubus spp. séo sensiveis ao
processo pos-colheita. Por esse motivo, buscou-se minimizar 0 maximo possivel as
perdas que pudessem ocorrer por injurias mecanicas devido ao transporte, colheita
e armazenamento. Também buscou-se minimizar o tempo em que esses frutos
pudessem ficar expostos as condicfes climaticas do local, reduzindo o tempo de
incidéncia de luz solar e temperaturas elevadas sobre os mesmos. Por isso quando
colhidos, os frutos foram separados imediatamente em sacos plasticos
transparentes, identificados, armazenados em caixas de isopor contendo gelo. Logo
ap0s a coleta, os frutos foram repassados para outra caixa de isopor, e
armazenados em um Ultrafreezer presente no Laboratério de Fisiologia da
Reproducdo Animal (LAFRA/USFSC - Campus de Curitibanos), onde ficaram
armazenados a uma temperatura controlada de -80°C.

3.5 PREPARO DOS EXTRATOS

Na primeira etapa deste estudo, foram preparados seis diferentes extratos a
partir de uma mistura de frutos oriundos dos cinco genétipos de amoreira-preta, 0s
guais séo descritos logo a sequir.

Adotou-se um padréo de aproximadamente quinze gramas (g) de frutos para
cada processo de extracdo, para ser possivel a quantificacdo de rendimento e
concentracdo do extrato, e também impossibilitar que valores diferentes de peso de

frutos pudessem influenciar nos resultados dos testes. Apos a finalizacdo do
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processo de extracdo e evaporacéao, foi feita a pesagem do extrato para obter o
rendimento total de cada extrato.

3.5.1 Extrato aquoso (suco integral)

O extrato aquoso € basicamente o suco integral dos frutos de amoreira-preta.
O suco integral foi preparado por adicionar 15g de frutos em um processador de
frutas Juicer Premium modelo PJE-800S (800 W de poténcia).

O extrato obtido foi acondicionado em um tubo tipo Falcon de 15 mL e
centrifugado a uma rotacdo de 3000 rotacBes por minuto (rpm) por 5 minutos em
uma centrifuga de mesa M/FANEM EXCELSA 1l (modelo 206 BL).

O sobrenadante resultante da centrifugacao foi separado em outro tubo tipo
Falcon de 15 mL que novamente foi centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos. Apos a
segunda centrifugacéao o sobrenadante foi transferido para frascos tipo eppendorf de
capacidade de 2 mL, onde foi efetuada uma pesagem em balanca analitica para
determinar o rendimento do suco. Por fim o extrato de suco foi congelado a uma

temperatura de -80°C em um Ultrafreezer.

3.5.2 Extrato etanélico (extraido a 26°C)

Para o preparo do extrato etandlico a 26°C (ET26), seguiu-se a metodologia
de Denardin et al. 2015 com pequenas modificagbes. Foram utilizados
aproximadamente 15 g de frutos, os quais foram macerados por 5 minutos com o
uso de um pistilo. Durante o processo de maceracao, foi adicionado 45 mL de etanol
(C2HgOH) 99°GL, seguindo uma proporcédo de 1:3 m/v. O residuo sélido macerado e
o liquido foram transferidos para um Erlenmeyer de 125 mL com tampa, envolvidos
em papel aluminio e levados a um agitador de tubos por mais 30 minutos a
temperatura ambiente de 26°C.

Apo6s agitacdo, o conteudo foi acondicionado em tubos Falcon de 15 mL, e
centrifugado a uma rotacédo de 3000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi levado
para um rotaevaporador a uma temperatura de 40°C. No residuo soélido do
Erlenmeyer foi adicionado mais 45 mL de etanol absoluto 99°GL e novamente foi
levado ao agitador de tubos por mais 30 minutos a uma temperatura ambiente de
26°C. Apols a segunda agitacdo, o conteudo foi acondicionado em tubos Falcon de
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15 mL e centrifugado a uma rotacdo de 3000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi
levado para o rotaevaporador juntamente com a outra por¢cdo que ja estava sendo
rotaevaporada, onde permaneceram até a evaporacao quase completa.

Apos o periodo de quase total evaporacéo o extrato etanodlico extraido a 26°C
foi acondicionado em uma Placa de Petri de acrilico, e levada para uma Capela de
Fluxo Laminar onde foi deixada overnight, por um periodo de aproximadamente 14
horas para evaporar o restante do alcool presente no extrato.

Apoés a evaporacao total, a placa com o extrato foi pesada, embrulhada com

papel aluminio, identificada e levada ao freezer em uma temperatura de -80°C.

3.5.3 Extrato etandlico (extraido a 50°C)

Para a preparacdo do extrato etandlico extraido a 50°C (ET50), repetiu-se o
procedimento citado acima para o ET26, alterando apenas a temperatura de

extracdo de 26 para 50°C.

3.5.4 Extrato etandlico (extraido a 26°C e acidificado)

Para o preparo do extrato etandlico extraido a 26°C e acidificado (ET26AC),
repetiu-se todo o procedimento anterior de extracdo a 26°C, alterando apenas o
processo pos-maceracdo, que consistiu em adicionar 0,25 mL de &cido cloridrico

concentrado (HCI), com o intuito de reduzir o pH para aproximadamente 1,6.

3.5.5 Extrato hidroetandlico (extraido a 1°C)

Para o preparo do extrato hidroetandlico extraido a 1°C (HA1), repetiu-se o
procedimento de extracdo a 26°C, alterando-se o etanol absoluto para o etanol
96°GL, além do tempo e forma de extracdo. Nesse caso, o residuo solido macerado
e o liquido foram transferidos para um Erlenmeyer de 125 mL com tampa, enrolados
com papel aluminio e levados para uma geladeira onde permaneceram por 24 horas

a uma temperatura de 1°C.

3.5.6 Extrato hidroetandlico (extraido a 1°C e acidificado)
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Para o preparo do extrato hidroetandlico extraido a 1°C e acidificado
(HA1AC), repetiu-se o procedimento de extracdo a 1°C, porém ap0s a maceracao,
foi adicionado 0,25 mL de acido cloridrico concentrado (HCI), com o intuito de atingir
um pH de aproximadamente 1,6.

Uma vez que esse foi o extrato escolhido para proceder a segunda etapa
deste trabalho, procedimento semelhante a esse foi seguido para preparar o extrato
de cada um dos cinco gendtipos avaliados separadamente, alterando apenas a
propor¢cdo massa/solvente, seguindo a metodologia de Kuskoski et al. (2005) com
modificacdes de Sacchet et al. (2015). Durante o preparo, 25 g de amoras-pretas
inteiras (fruto e sementes) foram maceradas durante 5 minutos com a adi¢cao de 50
mL de etanol 96°GL. Posteriormente, foi adicionado em torno de 0,5 mL (gota a
gota) de acido cloridrico (HCI) concentrado para atingir o pH = 1,5. Em seguida, o
extrato foi armazenado refrigerado (1°C) durante 24 h. Posteriormente, o extrato foi
centrifugado duas vezes (1500 x g durante 5 minutos) e o sobrenadante coletado e
evaporado em rotaevaporador a temperatura de 40°C. Ap0Os a evaporacdo completa
do etanol, os extratos foram armazenados a -80°C até a avaliacdo da atividade

antioxidante.

3.6 QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS

Foram quantificados os compostos fendlicos totais e as AMT por métodos
espectrofotométricos. Antes de todos os ensaios, foi preparada uma solucdo de

cada extrato (50 mg.mL™) em solucéo hidroalcoédlica 70%.

3.6.1 Determinacao de fendlicos totais

A quantificacdo do conteldo de fendlicos totais dos extratos foi realizada
utilizando o método do Folin Ciocalteu descrito por (SINGLETON; ROSSI, 1965).
100 pL de diferentes diluicdes dos extratos foram adicionadas a 1mL do reagente
Folin-Ciocalteu 1N diluido 10 x. As misturas foram agitadas em vortex e deixadas em
repouso por 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente, 1 mL de Na,CO3z 10%
(p/v) foi adicionado as misturas, que foram incubadas por 90 min em local protegido
da luz. A absorbéancia do produto de coloracdo azul formado durante a incubacéo, o

qual resulta capacidade dos compostos fendlicos dos extratos em reduzir o Folin
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Ciocalteu em meio alcalino foi medida em 765 nm em leitor de
microplaca (Spectramax 190, Molecular Devices) contra um branco (contendo todos
0S reagentes da técnica, menos o extrato). Os experimentos foram conduzidos em
triplicata (n=3) e o conteudo de fendlicos totais foi calculado utilizando uma curva
padréo de acido galico. Os resultados foram expressos como mg de equivalentes de
acido galico por 100 grama de extrato (mg GAE/100 g de extrato).

3.6.2 Determinacdo de antocianinas monoméricas

O contetdo de antocianinas monoméricas (ATM) dos extratos foi determinado
utilizando o método do pH diferencial (GIUSTI; WROLSTAD, 2001).

Em tubos de ensaio, os extratos foram diluidos em tampdo de cloreto de
potassio (KCI 0,025M, pH 1,0), homogeneizados e armazenados por 15 min na
auséncia de luz. Posteriormente, as absorbancias de cada extrato diluido foram lidas
em 510 nm em leitor de microplaca (Spectramax 190, Molecular Devices), e as
diluicdes de cada extrato escolhidas para proceder a proxima etapa foram aquelas
cuja absorbancia atingiu entre 0,100 e 1,200 em 510 nm (requisito de linearidade do
método). Em seguida, cada extrato foi também combinado com uma solucdo de
acetato de sédio (pH 4,5), na diluicdo escolhida previamente, homogeneizados e
armazenados por 15 min. A absorbancia de cada solucéo foi medida em 510 e 700

nm. O valor da absorbancia corrigida foi calculado como segue:

[(A510 -A700) pH 1.0 - (A510 - A700) pH 4.5] (1)

O conteudo de TMA foi calculado pela formula:

AMT = (Ax PM x FD x 1000) + € x 1. (2)
Onde: valores de absortividade molar (¢) e de peso molecular da cianidina 3-O-
glicosideo foram 26,900L/mol.cm e 449,2g/mol, respectivamente. Os resultados
foram expressos como mg de equivalentes de cianidina 3-O-glicosideo/100g de

extrato.

3.6.3 Potencial redutor de ferro
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O potencial redutor dos extratos foi avaliado pelo método do potencial
antioxidante redutor de ferro (FRAP) segundo o método de BENZIE e STRAIN
(1996) com algumas modificacdes. Diferentes diluicdes das fracdes do extrato foram
incubadas com uma solucdo de trabalho contendo 2,4,6 — Tris(2-piridil)-s-Triazina
(TPTZ) 10 mM (preparado em HCI 40 mM), FeCl3-6H,O 20 mM e tampao acetato
0,3M (pH 3,6) a temperatura de 37 °C por 15 min. A absorbancia resultante da
formacdo do complexo entre o fon ferroso (Fe?)* e o TPTZ foi registrada contra um
branco em 593 nm em leitor de microplaca (Spectramax 190, Molecular Devices).
Tubos contendo a solucdo de trabalho e o extrato, porém sem o TPTZ foram
também preparados a fim de descontar possiveis absorcfes diretas dos compostos
presentes no extrato no comprimento de onda utilizado (593 nm).

Os experimentos foram realizados em triplicata (n=3) e a atividade redutora
dos extratos foi calculada através de uma curva padrdo (1,25 — 10 pg.mL™)
preparada com o antioxidante Trolox (Sigma-Aldhrich), um analogo hidrossoltvel da
vitamina E. Os resultados foram expressos, ao final, como a média de trés

experimentos independentes em ug equivalente de Trolox/g de extrato.

3.6.4 Atividade sequestrante do radical DPPH

O ensaio de inibicdo do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH) foi realizado
de acordo com BRAND-WILLIAMS, CUVELIER e BERSET (1995), com algumas
modificagdes. O principio do método consiste em avaliar a capacidade do extrato
em reduzir o radical DPPH, formando o composto difenil-picril-hidrazina. Essa
reducdo € percebida pela conversédo da coloracédo purpura do DPPH em coloragéo
amarela (do composto difenil-picril-hidrazina), cuja diminuicdo da absorbancia é
medida em 517 nm. Neste ensaio, diferentes diluicbes de cada extrato foram
preparadas em agua ultrapura ou em solucdo hidroalcodlica 70%. Em seguida, 50
uL das diferentes diluicdes de cada extrato foram misturados a 50 uL de metanol e a
1,9 mL de solugdo metanolica de de DPPH. Essas misturas foram incubadas por 24
h a temperatura ambiente, sob protecdo da luz. Uma solucdo contendo 1,9 mL de
DPPH e 100 yL metanol foi preparada e utilizada como controle. A absorbancia foi
lida em 517 nm contra um branco (metanol) em espectrofotbmetro. Todos o0s
resultados foram expressos como percentagem de inibicdo do radical DPPH, os

quais foram calculados pela formula abaixo:
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% inibicdo = [(Abs controle - Abs extrato) + (Abs controle)] * 100 (3)

Cada experimento foi realizado em triplicata e os resultados da % de inibicao
do radical DPPH, bem como da CE50 foram expressos, ao final, como a média de

trés experimentos independentes.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados da gquantificacdo de fendlicos totais e de antocianinas, bem como
da atividade antioxidante foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e
submetidas ao teste de Tukey para comparacdo de médias. Os resultados foram
considerados significativos quando p<0,05. Os dados foram analisados usando
Statistica® 9.1 (Statsoft Inc., 2004).



39

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ETAPA 1

4.1.1 Compostos fendlicos e atividade antioxidante

Inicialmente, foram avaliados os teores de compostos fendlicos totais e a
atividade antioxidante de seis diferentes extratos, sendo cada um obtido de uma
mistura dos frutos de cinco diferentes gendtipo de amoreira-preta. O objetivo foi
avaliar qual(is) seria(m) o(s) método(s) de extragdo que exerceriam um melhor efeito
sobre a recuperacdo do contetdo total de fendlicos e sobre a atividade antioxidante
dos extratos. Foram entao preparados 0s seguintes extratos:

e Extrato aquoso (suco);

e Extrato etandlico, preparado em etanol 99°GL a 50°C (ET50);

e Extrato etandlico preparado com etanol 99°GL a 26°C (ET26);

e Extrato etandlico preparado com etanol 99°GL a 26°C, mas acidificado
com HCI (ET26AC);

e Extrato hidroalcoolico preparado com etanol 96°GL a 1°C (HAL);

e Extrato hidroalcodlico preparado com etanol 96°GL a 1°C, mas
acidificado (HA1AC).

Os resultados do teor de fendlicos totais sdo mostrados na Figura 12.
Observa-se que o teor de compostos fendlicos foram maiores para os extratos ET50,
HA1A e HA1AC, uma vez que nao diferiram entre si. Assim, nota-se que tanto um
extrato etandlico obtido a uma temperatura mais elevada (50°C) quanto um extrato
hidroalcodlico obtido a uma temperatura mais baixa (1°C) com ou sem acidificacéo,
apresentam o mesmo efeito sobre a recuperacdo do teor de compostos fendlicos de
amora-preta.

Os menores teores de compostos fendlicos foram apresentados, nessa
ordem, pelos extratos ET26AC, ET26 e pelo suco. Nesse caso, diferente dos
extratos HA1l e HA1AC, a acidificagdo do extrato etanolico com HCl (ET26AC)
resultou em um aumento significativo no teor de fendlicos em comparacdo com o

respectivo extrato etandlico ndo acidificado (ET26). Dados indicam que a
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acidificacdo de extratos de frutos ricos em antocianinas favorece o aumento do teor
desses compostos bioativos (VIZZOTTO; PEREIRA, 2011; MACHADO, 2014). Uma
vez que quantificamos neste trabalho o teor de fendlicos totais, ndo podemos
descartar a contribuicdo das antocianinas para o aumento desses compostos no
ET26AC comparado ao ET26. Por outro lado, a menor recuperacao de compostos
fendlicos observada no suco, indica a importancia do uso de um solvente etandlico
ou hidroetandlico ao invés de aquoso, para obter maiores teores de compostos
fendlicos em extratos dos frutos de amoreira-preta. Isso ocorre porque em geral,
solventes etandlicos e hidroetandlicos podem propiciar a extracdo tanto de
compostos polares quanto apolares em relacdo aos solventes agquosos, que apenas
extraem os compostos mais polares (SALDANHA, 2005).

Figura 12. Teor de compostos fendlicos totais em seis diferentes extratos dos frutos
de amoreira-preta (Rubus spp.).

= = N
o Ul o
o o o
1 1 1

Fendlicos
(mg EAG.100g “lextrato)
o

al
(@)
1

o
L

Os dados séo apresentados como média + erro padréo de trés repeticdes independentes. Barras com
letras diferentes indicam resultados significativamente diferentes entre si (p<0,05, ANOVA/Tukey).
EAG = equivalente de acido galico.
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Os resultados da atividade antioxidante sequestrante do radical DPPH
demonstram que para todos os extratos, houve um aumento dessa atividade com o
aumento da concentracdo (ver colunas, Tabela 4). No entanto, para o suco (extrato
aguoso) e para o ET26AC esse aumento foi significativo somente na maior

concentrac&o (320 pg.mL™) em relacdo & 20 e 80 pg.mL™.



Tabela 3. Atividade removedora do DPPH para os 6 extratos de Rubus spp.

% Inibicado DPPH

Concentragao Suco ET50 ET26 ET26AC HAL
(ug.mL™)
20 855+2555%  1647+189% 7581+025%° 1333+1,30% 8,436+1,61°
80 12,09+ 1,338 5113+2,008% 3349+216% 1783+157% 43,13 +200°°
320 17,88 +1,57”° 91,14+2,09” 01,14+2,09”* 8286+1,84"° 91,36 +2,37°

43

HA1AC
11,76 + 3,62 2
38,91 +2,01°8°

87,60 +2,16"°

Os dados sdo mostrados como média + E.P. de trés repeti¢cdes independentes. Letras mailsculas diferentes na mesma coluna ou mindsculas na mesma

linha indicam resultados significativamente diferentes entre si (p<0,05, Two-way ANOVA/Tukey).
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Comparando os seis extratos entre si em cada concentracao (linhas, Tabela
4), observa-se que o extrato etandlico obtido & 50°C (ET50) obteve o maior valor
meédio de % de inibicdo do DPPH nas duas primeiras concentracdes, indicando que
uma maior temperatura de extracdo pode favorecer a recuperacdo de compostos
bioativos responséveis por essa atividade. Por outro lado, o suco obteve o menor
valor médio (especialmente nas concentracdes de 80 e 320 pg.mL™), indicando
portanto, que o uso de um solvente hidroalcoodlico ou etandlico € mais adequado
para a extracdo de compostos com atividade antioxidante dos frutos de amoreira-
preta.

De modo geral, os dados dessa primeira etapa mostram que, tanto para a
recuperacado do teor de fendlicos totais quanto para a atividade antioxidante avaliada
pelo método de remocédo do radical DPPH, os extratos ET50, HA1A e HA1AC
obtiveram os melhores resultados. Esses resultados podem ser atribuidos tanto a
influéncia benéfica da maior temperatura (50°C) como do uso de um solvente
hidroalcodlico (acidificado ou n&o) sobre a recuperacdo de compostos fendlicos e

atividade antioxidante dos extratos dos frutos de amoreira-preta.
4.2 ETAPA 2
4.2.1 Compostos fendlicos e antocianinas

Nessa etapa, aplicou-se o0 método de extracdo escolhido para o preparo dos
extratos dos frutos dos cinco genotipos separadamente. Foi escolhido o método com
extracdo hidroalcodlica (etanol 96°GL), utilizando a temperatura de extracdo de 1°C
(equivalente ao extrato HAL1AC da etapa 1). A escolha foi baseada no fato de que o
solvente hidroalcodlico exerceu influéncia positiva tanto quanto o extrato ET50,
porém sem a necessidade do uso de uma temperatura mais elevada. Ressalta-se
gue os dados referentes ao uso de uma temperatura mais elevada para a extragao
de frutos com elevado teor de antocianinas (como o0s da amoreira-preta) sao
conflitantes. Alguns estudos sugerem que em torno de 50°C a enzima polifenol
oxidase (PFO), envolvida na degradacdo de compostos bioativos € inativada,
exercendo um efeito positivo na retencdo das antocianinas. Porém, outros estudos
indicam que uma temperatura maior durante a extracdo pode diminuir os teores de

compostos fenolicos. No entanto, a temperatura minima para essa reducdo ocorrer
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varia entre os estudos, além de ser um fator também dependente do tempo de
extracdo (SKREDE; WROLSTAD; DURST, 2000; PATRAS et al., 2010). Porém,
estudos demonstram que temperaturas elevadas podem acarretar em degradacao
de compostos bioativos (AKOWUAH; MARIAM; CHIM; 2009; TSAO, 2010). Por isso,
optou-se por nao utilizar uma temperatura mais elevada na segunda etapa do
estudo.

Com relacéo a acidificacdo, mesmo que os resultados entre os extratos HAL e
HA1AC tenham sido semelhantes na primeira etapa, optou-se por manter a
acidificacdo dos extratos, uma vez que ja € de comum consenso na literatura
cientifica que a extracdo de antocianinas é favorecida em meio &cido, devido ao
aumento de sua estabilidade e da sua condicdo neutra em pH baixo (STALIKAS,
2010; TSAO, 2010; ONCEA; STOIA; COMAN, 2012; TORMA et al., 2017).

Os resultados do teor de compostos fendlicos e AMT sdo mostrados na
Figura 13.

Figura 13. Teor de compostos fendlicos totais. (A) e de antocianinas monoméricas
totais (B) em extratos dos frutos de cinco diferentes genotipos de amoreira-preta
(Rubus spp.).
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Os dados séo apresentados como média + erro padréo de trés repeticdes independentes. Barras com
letras diferentes indicam resultados significativamente diferentes entre si (p<0,05, ANOVA/Tukey).
EAG = equivalente de acido gélico; C30G: equivalente de cianidina-3-O-glicosideo.

A cultivar Xavante foi a que apresentou os maiores teores de fendlicos totais

e de AMT. Esses dados estdo de acordo com o estudo de Guedes et al. (2014), o
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qual comparou as cultivares Xavante, Tupy, Guarani e Cherokee, e também com
Denardin et al. (2015), em que a cultivar Xavante, juntamente com a pitanga roxa
apresentaram os maiores teores de compostos fendlicos totais, seguido pela amora
(cultivar Cherokee), araca, pitanga laranja e vermelha e o butid. A cultivar BRS
Xingu e as selecOes avancadas Black 145 e Black 178 apresentaram os menores
teores de compostos fendlicos, enquanto que os teores de antocianinas, com

excecdo da cultivar Xavante, ndo diferiram entre os demais genotipos avaliados.

4.2.2 Atividade antioxidante in vitro

Os resultados da atividade antioxidante in vitro sdo apresentados na Figura
14.
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Figura 14. Atividade antioxidante in vitro quantificada pelo potencial redutor de ferro
(A) e pela remocéo do radical DPPH (B).
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(A) Potencial redutor de ferro e (B) Atividade sequestrante de DPPH de extratos dos frutos de cinco
diferentes genétipos de amoreira-preta. Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo de
trés repeticdes independentes. Em (A), barras com letras diferentes indicam resultados
significativamente diferentes entre si (p<0,05, ANOVA/Tukey). ET = equivalente de Trolox.

Semelhante aos resultados dos compostos bioativos (Figura 13A e B), a
cultivar Xavante apresentou a maior atividade antioxidante pelo método do FRAP
(Figura 14 A).

Em relacdo ao ensaio de remocao do radical DPPH, as diferencas entre os

genotipos s6 foram visiveis na maior concentragao (160 pg.mL-1), por isso, nao foi
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possivel determinar o parametro de EC50 (concentragcdo que reduz 50% da
concentragéo do radical DPPH) para este ensaio. Diferente do ensaio de FRAP, a
cultivar Xavante apresentou a segunda maior atividade, ficando atras somente da
selecdo Black 178 (Figura 14B), porém indicando ainda um melhor potencial
antioxidante comparada a maioria dos genétipos estudados. Nota-se que a selecdo
Black 145 foi a que apresentou menor potencial antioxidante nos dois ensaios.

Mesmo com menores teores de compostos fendlicos totais e de AMT em
relacdo a cultivar Xavante, a maior atividade da Black 178 na remocédo do radical
DPPH sugere que essa sele¢do contenha maior conteddo de compostos bioativos
responsaveis por remover esse radical em relagédo a cultivar Xavante e aos demais
genotipos.

No geral, nossos resultados indicam que a cultivar Xavante é o gendtipo de
amoreira-preta com maior potencial antioxidante. Esses dados séo corroborados por
Guedes et al. (2014), os quais comprovam que a cultivar se sobressai em teor de
flavonoides e em atividade antioxidante, quando comparada com as cultivares Tupy,
Guarani e Cherokee. Silva et al. (2011), também demonstraram a maior capacidade
sequestrante de DPPH da Xavante comparada as demais cultivares avaliadas no
estudo, ou seja, Guarani, Comanche, Caingangue, Brazos, Tupi, Chocktaw e
Cherokee.

Por fim, o melhoramento genético da amora-preta € importante para a
adaptacado ao clima e para a aquisi¢cdo de caracteristicas favoraveis ao consumo e
comercializagdo, porém, parece ndo resultar em maiores teores de compostos

bioativos ou em maior atividade antioxidante dessa fruta.
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5 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos na primeira etapa do presente trabalho, foi
possivel concluir que o método de extracdo que melhor impactou nos teores de
compostos bioativos e na atividade antioxidante do fruto de amoreira-preta foi com o
uso de solvente etandlico (a temperatura de 50°C) ou com solvente hidroalcodlico
com ou sem acidificacdo. Na segunda etapa do estudo, conclui-se que o gendtipo de
amoreira-preta que apresentou maior teor de compostos bioativos e potencial
antioxidante, entre os avaliados, foi a cultivar Xavante. Esses dados sugerem um
possivel maior potencial bioldégico dessa cultivar, o que deve ser corroborado em
estudos posteriores utilizando modelos in vivo (culturas celulares ou modelos
animais). Por fim, ressalta-se a importancia de se realizar estudos acerca do
potencial antioxidante de amoras-pretas cultivadas na regidao de Curitibanos, a fim
de buscar agregar valor a essas espécies e incentivar seu cultivo na agricultura

familiar.
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