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LAMEIRO, Magna da Gloria Silva. Fitoquimicos e atividade metabdlica de
extratos de amora-preta (Rubus sp.) e de mirtilo (Vaccinium sp.) em
ratos wistar, 2012. 99f. Tese (Doutorado) - Programa de Pds-Graduagdo em
Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial- DCTA.Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas,RS.

RESUMO

A atividade metabdlica normal do organismo contribui para o estresse oxidativo
com danos ao DNA, RNA, proteinas e outras substancias oxidaveis. Dietas
hipercolesterolémicas, destacam-se como um fator acelerador da producéo de
radicais livres nos seres vivos, contribuindo para o surgimento de doencas
degenerativas. Alguns compostos bioativos presentes na amora-preta (Rubus
spp.) e no mirtilo (Vaccinium sp.) possuem a capacidade de atuar como
antioxidante natural tornando o alimento capaz de minimizar efeitos causados
no organismo por espécies reativas do oxigénio. Baseado nesse contexto
prop6s-se a avaliacdo de polpas concentradas, diluidas (50% e 75%) e
liofiizadas de amora-preta e mirtilo, através de suas caracteristicas fisico-
quimicas, quantificacdo de compostos fitoquimicos e do seu potencial
antioxidante. Para a avaliacdo da acdo antioxidante no organismo de ratos
wistar, machos, adultos, utilizou-se bebidas compostas por amora-preta e
mirtilo, com concentracfes de 50% e 75%, oferecidas aos modelos biol6gicos
diariamente, sendo estes alimentados com dietas normolipidicas (AIN-93M) e
hipercolesterolémicas (acrescida de 0,1% de &cido colico e 1% de colesterol
cristalino (p/p)). Foram utilizados 60 ratos, cepa Wistar, com peso médio de
275,29 + 26,329, provenientes do Biotério da Universidade Federal de Pelotas,
RS, estes distribuidos aleatoriamente em dez grupos experimentais, seis por
grupo, sendo que cinco grupos receberam a dieta hiperlipidica e cinco dieta
normolipidica, tendo um grupo controle em cada série. Oito grupos receberam
diariamente, 5 mL da polpa de amora ou de mirtilo, nas concentracdes de 50%
e 75%. Avaliou-se o ganho de peso, consumo de dieta, lipideos fecais e
hepéticos, perfis lipidicos hepéticos e séricos e o peso do figado. Dosou-se o
colesterol total e fracdes, triacilglicerois hepatico e sérico. Foi quantificado no
figado e no cértex frontal, o dano oxidativo lipidico (TBARS) e proteico (SH),
atividade das enzimas antioxidantes, superoxido dismutase (SOD) e da
catalase (CAT) e o teste ndo-enzimatico de defesa antioxidante (TRAP). A
polpa de mirtilo apresentou efeito redutor sobre os niveis séricos de
triacilglicerdis, colesterol total, colesterol-LDL e colesterol-VLDL, mostrando
influéncia significativa nas concentracdes de HDL em ratos Wistar normo e
hipercolesterolémicos. Diante dos resultados obtidos neste estudo, conclui-se
que as polpas de frutas de amora-preta (Rubus sp.) e de mirtilo (Vaccinium
sp.) apresentaram atividade antioxidante, no entanto, a intensidade dessa ac¢éo
foi diferenciada entre elas. Destacando-se com o maior potencial antioxidante
in vitro, o mirtilo.

Palavras-chave: radicais livres, amora-preta, mirtilo, fitoquimicos, rato.
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extracts of blackberry (Rubus sp.) And blueberry (Vaccinium sp.) In Wistar
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ABSTRACT

The body's normal metabolic activity contributes to oxidative stress with
damage to DNA, RNA, proteins and other oxidizable substances.
Hypercholesterolemic diet, stand out as an accelerating factor in the production
of free radicals in living beings, contributing to the onset of degenerative
diseases. Some bioactive compounds in blackberry (Rubus spp.) And blueberry
(Vaccinium sp.) Have the ability to act as natural antioxidant food becoming
able to minimize effects on the body caused by reactive oxygen species. Based
on this context it was proposed to assess pulp concentrated, diluted (50% and
75%) and lyophilized blackberry and blueberry, through its physical and
chemical characteristics, quantification of phytochemical compounds and their
antioxidant potential. To evaluate the antioxidant in the body of Wistar rats,
adult male, was used for mixed drinks blackberry and blueberry, with
concentrations of 50% and 75% offered daily to biological models, which are fed
diets normolipidicas ( AIN-93M) and hypercholesterolemic (plus 0.1% cholic
acid, 1% crystalline cholesterol (w / w)). A total of 60 rats, Wistar strain, average
weight of 275.29 + 26.32 g, from the Vivarium of the Federal University of
Pelotas, RS, these randomly divided into ten experimental groups, Six per
group, and five groups fed rations hyperlipidemic and five normolipidica diet,
having a control group in each series. Eight groups received daily 5mL pulp
blackberry and blueberry, at concentrations of 50% and 75%. We evaluated
weight gain, feed intake, fecal and liver lipids, liver and serum lipid profile and
liver weight. Dosed if the total cholesterol, triglycerides and liver and plasma.
Was quantified in liver and frontal cortex, lipid oxidative damage (TBARS) and
protein (SH), antioxidant enzymes, superoxide dismutase (SOD) and catalase
(CAT) test and non-enzymatic antioxidant defense (TRAP). The pulp had
blueberry lowering effect on serum triglycerides, total cholesterol, LDL-
cholesterol and VLDL-cholesterol, showing a significant influence on HDL in
rats with normal and hypercholesterolemic. Results obtained in this study, we
conclude that the fruit pulp from blackberry (Rubus spp.) And blueberry
(Vaccinium sp.) Showed antioxidant activity, however, the intensity of this action
was different for them. Standing out with the highest antioxidant potential in
vitro, the blueberry.

Keywords: free radicals, blackberry, blueberry, phytochemicals, mouse.
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1.0 INTRODUCAO GERAL

A incorporacéao de frutas e hortalicas na dieta alimentar estda em ascenséo nos
altimos anos, decorrente da valorizacédo de seu valor nutritivo, reduzido valor cal6rico
e pelos seus efeitos terapéuticos. Estudos recentes relacionam a ingestédo de frutas
com propriedades antioxidantes e a reducao do risco e desenvolvimento de algumas
doencas croénico-degenerativas (WICKLUND et al., 2005). Extratos de vegetais,
cereais e seus subprodutos industriais sédo ricos em antioxidantes, incluindo o acido
L-ascorbico, tocoferéis, carotendides e compostos fendlicos, os quais tém
demonstrado atividade antioxidante eficaz em modelos biol6égicos (WOLFE et al.,
2003). Antioxidantes sdo substancias capazes de inibir o processo oxidativo, pela
reducdo da quantidade de radicais livres no organismo (PIENIZ, 2009).

A formacéo de radicais livres in vivo ocorre via acdo catalitica de enzimas,
durante os processos de transferéncia de elétrons decorrentes do metabolismo
celular e pela exposicdo a fatores exdgenos. Contudo, a concentracdo desses
radicais no organismo pode tornar-se elevada, devido a maior geracédo intracelular
ou pela deficiéncia dos mecanismos antioxidativos naturais, podendo passar a
condicdo de pro-oxidantes. O desequilibrio entre os agentes oxidantes e
antioxidantes, que resulta na indugdo de danos celulares por acdo dos radicais
livres, tem sido denominado estresse oxidativo (BIANCHI & ANTUNES, 1999;
TAVARES, 2000; BARREIROS et al., 2006). A defesa contra o estresse oxidativo &
realizada por compostos de acado antioxidante presentes nos alimentos e pelas
enzimas catalase (CAT), glutationa reduzida (GSH), glutationaperoxidase (GPx) e
superoéxido dismutase (SOD) (TAVARES, 2000; BARREIROS et al., 2006).

A oxidacdo de componentes das membranas celulares pode promover
alteracdo destas, como perda da fluidez, alteracdo da funcdo secretora, alteracao
dos gradientes ibnicos transmembrana, perda da seletividade na troca ibnica com
liberacdo do contetudo de organelas, o que leva a formagédo de produtos citotoxicos
causando a morte celular (PIENIZ, 2009).

Os antioxidantes apresentam-se como alternativa para prevenir a oxidagao in
Vivo e a deterioracdo oxidativa dos alimentos, e minimizar os danos oxidativos nos
seres Vivos.

Compostos com acao antioxidante estdao naturalmente presentes em frutas,

sendo que algumas apresentam altas concentracdes de determinados grupos. A



amora-preta e o mirtilo apresentam grandes concentracdes de determinados grupos
de flavondides como antocianinas, flavonadis e flavonas. A incorporacdo destas frutas
na dieta poderia atenuar o dano oxidativo molecular, contribuindo para a reducéo ou

controle de doencas degenerativas.

OBJETIVO GERAL
Avaliar o efeito dos compostos bioativos presentes em extratos de amora-

preta e de mirtilo no metabolismo lipidico e na acao antioxidante em ratos Wistar.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar fisicoquimicamente a amora-preta e o mirtilo, e avaliar o efeito do
processamento na estabilidade de fitoquimicos no fruto e em suas polpas diluidas e
liofilizados.

Avaliar a acdo antioxidante e hipolipemiante de extratos de amora-preta e de

mirtilo no organismo de ratos wistar.



CAPITULO | - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 PEQUENAS FRUTAS

As “pequenas frutas” ou small fruit, apresentam alta popularidade no
hemisfério Norte, em contra partida, a exce¢cdo do morango, sdo ainda pouco
conhecidas pelo consumidor brasileiro. O estudo das propriedades funcionais destas
frutas, e a vinculacdo de sua acdo antioxidante, proporcionaram um aumento na sua
popularidade.

A literatura aponta que as pequenas frutas podem bloquear a acédo de radicais
livres desencadeadores de tumores cancerosos. Varios compostos lipofilicos e
hidrofilicos sdo encontrados em frutas vermelhas, cujas propriedades biolégicas tém
sido atribuidas aos altos niveis e ampla diversidade de compostos fendlicos
(HIRSCH, 2011). Porém, acredita-se que o efeito complementar, aditivo ou sinérgico,
resultante dos diversos componentes seja 0 responsavel pelas propriedades
bioldgicas benéficas ao invés de uma Unica classe ou composto quimico isolado
(FERREIRA, et al., 2010).

No Brasil ainda é pequena a area plantada, e por consequéncia a oferta de
pequenas frutas diante o potencial do mercado. Segundo dados da Emater-RS
(APPEFRUTAS, 2010) as pequenas frutas como o mirtilo, a amora e a framboesa,
foram responsaveis por um incremento médio da producdo gaucha de 25% ao ano
nos ultimos dois anos. A comercializacdo de frutas in natura exige uma apurada
logistica devido a sua alta perecibilidade. As acdes que objetivam a capacitacao de
técnicos e produtores e que promovam a qualidade e a divulgacdo das pequenas
frutas para o mercado, sdo fundamentais para a consolidacdo dessa cadeia de
producdo (PAGOT, 2010). A rentabilidade deste tipo de frutas por hectare é alta,
vinculada a valores de mercado elevados, justificada pelo fato que essas frutas séo
consideradas raras e com grande apelo mercadoldgico, por possuirem elevados
teores de substancias antioxidantes e anticancerigenas (PAYNE, 2005).

As acOes que objetivam a capacitacdo de técnicos e produtores e que
promovam a qualidade e a divulgacdo das pequenas frutas para o mercado séao

fundamentais para a consolidagéo dessa cadeia de producéo (PAGOT, 2010).



1.2 AMORA - PRETA

A amora-preta (Rubus spp.) pertence a familia Rosaceae, género Rubus,
grupo diverso e bastante difundido, para o qual se estima existir entre 400 a 500
espécies. E uma pequena fruta de clima temperado, possui coloragcdo atraente,
variando do vermelho purpura ao azul devido ao elevado teor de antocianinas
(FERREIRA, 2010). Esta espécie frutifera apresenta-se como uma alternativa
promissora de renda, principalmente para as pequenas propriedades familiares, por
tratar-se de uma cultura rastica, com menor incidéncia de pragas e maior adaptacéo
aos diferentes tipos de solo e condi¢fes climéaticas.

Esta frutifera possui porte ereto ou rasteiro, com frutos pesando cerca de
guatro a sete gramas, de coloracao negra (Figura 1.1) e sabor acido a doce-acido. O
fruto verdadeiro da amoreira é denominado de mini drupa ou drupete, no qual existe
uma pequena semente, sendo que a sua juncdo forma o que € denominado de fruto
agregado (HIRSCH, 2011).
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Figura 1.1. oreira—preta (Rubus sp.) e seus frutos
Fonte: adaptado de Antunes & Raseira (2004).

No Brasil, o cultivo comercial desta pequena fruta, iniciou com a introducéo de
cultivares provenientes dos Estados Unidos pela EMBRAPA — Clima Temperado de
Pelotas (RS), em 1974 (POLTRONIERI, 2003; PAGOT, 2010). A partir desses
materiais genéticos importados, surgiram algumas cultivares brasileiras, com grande
destaque para a cultivar Tupy, que abrange mais de 90% da area de cultivo no Brasil
(CHIM, 2008).



O estado do Rio Grande do Sul é o maior produtor brasileiro deste fruto, com
uma area estimada em 272 ha. Os municipio de Vacaria e Campestre da Serra
concentram as maiores areas de plantacdo, com uma estimativa de mais de 70% da
area do estado do Rio Grande do Sul, perfazendo um total de 200,0 ha de cultivo
(LIPP & CONTE, 2007). A amora-preta também é cultivada em menor escala em
Santa Catarina, Parana e na Regido serrana de Minas Gerais e de Sao Paulo. A
maior demanda pela fruta é de Sao Paulo, principal consumidor, mas outras capitais
como Rio de Janeiro, Porto Alegre, Curitiba, Brasilia, Goiania e Belo Horizonte vém
apresentando crescimento no consumo (EMATER/RS -ASCAR -Dados néo
publicados, 2010.b).

A variedade 'Tupy' apresenta plantas de porte ereto, com espinho, produz
frutas com peso médio de 6 g, pelicula externa resistente, coloracdo preta e
uniforme, com sementes pequenas e um sabor equilibrado em acidez e agUcar
(ANTUNES, 2002).

O sabor diferenciado e suas propriedades funcionais sdo o0s principais
atrativos da amora-preta. O elevado teor de umidade da amora, a alta taxa
respiratoria e a estrutura fragil do pericarpo tornam-na sensivel ao armazenamento e
manuseio, apresentando vida pdés-colheita relativamente curta e, com isso, o seu
consumo na forma in natura € menos frequente (ANTUNES et al., 2003).

A amora-preta € um fruto rico em compostos metabdlicos secundarios,
principalmente em &cidos fendlicos, antocianinas, proantocianidinas e outros
flavonoides (MOYER et al., 2002; SELLAPAN et al., 2002). Segundo Ferreira et al.
(2010) foram identificadas quatro antocianinas em amora-preta cultivar Tupy, sendo
a cianidina 3-glucosideo a mais abundante (92,9 %). Diversos estudos apresentam
uma ampla faixa do teor de antocianinas monomeéricas presentes em amora-preta
cultivadas nos Estados Unidos, México e Italia (67,4 a 248,0 mg de antocianinas por
100 g de fruta), isto se deve as variagcbes em sua composicdo com as condicdes
climaticas da regido cultivada, a espécie, variedade e estddio de maturagéo
(ROSSO, 2007). O teor apresentado no estudo de Ferreira et al. (2010) realizado
com amora-preta Tupy comercializada no Brasil foi de 104,1 +1,8 mg de
antocianinas/ 100 g de fruta. Este resultado também esta dentro da faixa
apresentada para acai, fruta considerada rica em antocianinas.

A amora-preta cv. Tupy cultivada no Brasil ndo apresenta alto teor de

carotendides (86,5 +0,2 mg de carotenoides/ 100 g de fruta), conteudo de 3 a 5



vezes inferior de amoras provenientes de outros paises e outras frutas vermelhas
como framboesa, ameixa e mirtilo; e conteddos de 60 a 500 vezes inferiores de
frutas amarelas, como buriti, physalis, tucuma e manga (FERREIRA et al., 2010). Os
carotendides sao pigmentos naturais que conferem coloracdo amarela, laranja ou
vermelha as frutas e vegetais, sdo excelentes desativadores do oxigénio singleto e
alguns sao precursores de vitamina A.

Diversos estudos in vitro determinaram a atividade antirradical de extratos de
amora-preta. A atividade antioxidante da amora-preta brasileira cultivar Tupy foi
(33,8 1,8 mg amostra/ mg de DPPH — 2,2-difenil-1-picril-hidrazila) 5 vezes maior
que a apresentada para amoras desenvolvidas no sul da Itdlia, tal fato esta
relacionado com pela localizacdo geografica brasileira, que proporciona maior
expressdo de metabdlicos secundarios. Este valor se encontra dentro da faixa
apresentada para diversas frutas tropicais brasileiras com elevado potencial
antioxidante. Observa-se uma correlacdo direta entre o teor de compostos fendlicos
e/ou o elevado teor de cianidina com a capacidade antioxidante (FEREIRA et al,
2010).

Devido a presenca destes fitoquimicos, extratos de amora-preta tem
demonstrado efeito antimutagénico em samunella (TATE et al.,, 2006) e
anticarcinogénico para as linhagens humanas de cancer de mama, cancer de
prostata (SEERAM et al.,, 2006), além de auxiliarem na reducdo dos niveis de
colesterol sanguineo e de atuar na prevencao de enfermidades cardiovasculares e
circulatorias (STONER et al., 2007), e na prevencado do diabetes e do mal de
Alzheimer (ISHIGE et al., 2001).

1.3 MIRTILO

O mirtilo (‘blueberry’ ou ‘arandano’), que pertence a familia das Ericaceas e
ao género Vaccinium, € um fruto de clima temperado que apresenta grande
importancia comercial, especialmente nos Estados Unidos e em alguns paises da
Europa (PAGOT & HOFFMANN, 2003).

A literatura descreve trés grupos principais de mirtilo cultivados
comercialmente, de acordo com o genaétipo, habito de crescimento da fruta, tipo de
fruto produzido, além de outros atributos. O "highbush" (mirtilo gigante), originario da

costa oeste da América do Norte, tendo como a principal espécie deste grupo o



Vaccinium corymbosum L; o "rabbiteye"”, originario do sul da América do Norte, o
gual compreende a espécie Vaccinium ashei Reade; e o "lowbush", que apresenta
habito de crescimento rasteiro e produz frutos de pequeno tamanho, cujo destino é a
indUstria processadora.

O Rio Grande do Sul é o Estado com maior destaque na producao de mirtilo,
ocupando uma area de 65 ha e produgdo aproximada de 150 toneladas
(FACHINELLO, 2008).

Os frutos de mirtilo amadurecem 2 a 3 meses apoOs a floracdo de forma
irregular no ramo, exigindo varias colheitas seletivas para retirar somente os frutos
maduros. Produz frutos baciformes e globosos, em geral, em torno de 1cm de
diametro e 1,5g de peso, de coloracdo azul-escura, de formato achatado, coroada
pelos lobulos persistentes do calice, pericarpo firme, com muitas sementes
envolvidas em uma polpa de coloracdo esbranquicada sucosa e aromatica, de sabor
doce-acido (Figura 1.2).

O mirtilo é utilizado na alimentacdo humana por varios séculos, existem
referéncias que datam seu consumo no Sec. XVIII, na forma in natura e seco, com
sua utilizacao também para fins medicinais (SOUSA, et al., 2007). Atualmente este
fruto apresenta um elevado consumo na Europa e América do Norte, devido ao
apelo nutricional. No Brasil, seu consumo esta vinculado aos conceitos de saude e
sofisticacdo. Sua disponibilidade, versatilidade e variedade de formas de
apresentacdo, permitem que seja incorporado em uma ampla variedade de

formulac¢des durante quase todo o ano (PAYNE, 2005).

Figura 1.2. Fruto Mirtilo (Vaccinium ashei).
Fonte: adaptado de Pertuzatti (2009).
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O mirtilo ndo é apenas um fruto saboroso, apresenta alto contetudo de
pigmentos antocianicos, os quais agem de maneira benéfica no organismo, pelo
combate aos radicais livres, pela acdo antiinflamatéria, por reduzir a fragcéo
lipoproteica de baixa densidade (LDL), e aos beneficios ligados a saude dos olhos
(FACHINELLO, 2008).

Dentre os fitoquimicos presentes no mirtilo, os compostos fenolicos merecem
destaque, devido a sua atividade antioxidante. De acordo com Zheng & Wang
(2003), o alto nivel de capacidade antioxidante encontrado no mirtilo ajuda a
neutralizar os radicais livres, 0s quais sdo moléculas instaveis que estdo ligadas ao
aparecimento de um grande nimero de doencas degenerativas. Segundo Sellapam
et al. (2002), a combinacdo das 11 antocianinas presentes no mirtilo responde por
56,3% do valor total de capacidade antioxidante. Sendo assim dietas que contenham
mirtilo podem prevenir problemas relacionados a doengas neurodegenerativas que
incluem o Mal de Alzheimer, o Mal de Parkinson e a esclerose lateral. As
antocianinas apresentam expressiva presenca na casca do fruto. Na polpa, por sua
vez, as procianidinas estdo em maior quantidade (KAISU et al., 2008). Zhang et
al.(2005) constataram o efeito inibitério das antocianinas cianidina, delfinidina,
pelargonidina, petunidina e malvidina na proliferacdo de células cancerigenas
humanas, originadas em diferentes 6rgdos do corpo: estdmago, célon, mama,
pulm&o e sistema nervoso central.

A composicdo de antocianinas e de polifendis das variedades de mirtilo
“‘Highbush” doméstico  (Vaccinium  corymbosium), “Lowbush”  (Vaccinium
angustifolium), “Rabbiteye” (Vaccinium ashei) e Mirtilo nativo europeu (Vaccinium
myrtillus), sdo qualitativamente muito similares. Outros flavonéides de importancia
sdo os flavonais, incluindo o 3-O-glicosideo da quercetina e campferol, catequina,
epicatequina, e diversas proantocianidinas. Segundo Belitz & Grosch (1997), dentre
as antocianinas presentes no mirtilo (Vaccinium myrtillus) sdo predominantemente a
Petunidina-3-Glicosideo, Cianidina-3-Glicosideo, Petunidina-Glicosideo, Delfinidina-

3-Glicosideo, Delfinidina-3-Galactosideo e a Malvidina-3-Glicosideo.

1.4 FITOQUIMICOS

Os fitoquimicos (figura 1.3) sdo compostos resultantes do metabolismo

secundario das plantas, sendo substancias biologicamente ativas, que conferem cor,



sabor, odor e protecdo as plantas contra estresse oxidativo. Muitos desses
compostos possuem atividades bioldgicas potentes em mamiferos, e alguns podem

apresentar efeitos toxicos quando ingeridos em altas doses (CARDOSO, 2009).

Fitoquimicos

Carotenoides Fenélicos Alcaloides Compostos contendo Compostos

nitrogénio organossulfurados
Alfa-camtenn &ki.dosl Flavnnaides Fetilhenns Cumarinas Tannas lentincianatn
Betacaroteno Indol
Luteina G
Zumm S ; . p— ; ' . : : : S“
oy ; hdos : : P : : : Alicos
Ik | ARG Favondis Havonas SRR Havononas ~ Antocianidinas . Isoavonoides
Gilico pcumdrico Quercetina | pnigening Catequina Ertodictiol Cianidina Genisteina
Protocatequina Gfeico | Gampoferol | (risina Epicatequina Hesperidina  Pelargonidina | Daidiceina
Vanilico Sinpico Mincertina Luteolina tpigaiocatequina Natiagcuing Delnidia Glictina
Seringico Fenilico Galangina Epigatequinagalato Peonidina Formononetira
Fiseting Epiyalueatequinayalato Malvidina

Figura 1.3 - Classificacdo dos fitoquimicos dietéticos
Fonte: LIU, 2004

A formacdo de muitos destes fitoquimicos esta relacionada ao
amadurecimento das frutas, onde ocorre complexas reacdes bioquimicas, como a
hidrélise do amido, a producdo de carotendides, de antocianinas e de compostos
fendlicos, além da formacao de varios compostos volateis.

A atividade biolégica das frutas vermelhas, como da amora-preta e do mirtilo,
€ parcialmente atribuida ao seu elevado teor e variedade de fitoquimicos,
principalmente dos flavondides (antocianinas, flavonois e flavanodis) e dos é&cidos
fendlicos (derivados do acido hidroxibenzdéico e hidroxicinamicos), mas também de
taninos (proantocianidinas, elagitaninos e galotaninos), dos estilbendides (como o
resveratrol) e de lignanas (SEERAM, 2006). No entanto, a atividade biologica de
amora-preta e de mirtilo esta relacionada principalmente em fungcéo da presenca de
compostos fendlicos.

Os compostos fendlicos pertencem a uma classe de substancias quimicas
que incluem uma grande diversidade de estruturas, simples e complexas, derivadas
da fenilalanina e da tirosina (NACZK & SHAHIDI, 2006). Sua estrutura molecular
basica é constituida por anel aromatico no qual ao menos um hidrogénio é
substituido por um grupamento hidroxila. Esses compostos quimicos pertencem a

um grupo heterogéneo com aproximadamente 10.000 compostos. Os polifendis
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estdo divididos em dois grandes grupos: os flavondides, subdivididos em flavonas,
flavandis, flavonois, flavanonas, isoflavonas e antocianidinas; e os nédo flavonoides,
gue compreendem os grupos dos acidos fendlicos, lignanas e estilbenos (Fig 1.4) (LI
et al., 2009). Estes compostos podem atuar como agentes redutores nas reacoes de
oxi-reducdo, como inibidores de radicais livres, como quelantes de metais ou
desativadores do oxigénio singlete.

A presenca de compostos fendlicos especificos em cada fruta pode estar
relacionada a fatores como o tipo, variedade, localizacdo geografica da planta,
condigbes ambientais e climéaticas durante o crescimento da planta, assim como
incidéncia de doencgas (KING & YOUNG, 1999; ROSS & KASUM, 2002).

As frutas, principalmente as que apresentam a coloracdo na faixa do
vermelho ao azul, sdo as mais importantes fontes de compostos fendlicos em dietas
alimentares, especialmente os derivados do &cido hidroxibenzdico e do acido
hidroxicindmico. Dentre estes citam-se as antocianinas, os flavondis, as catequinas
e os taninos (hidrolisados ou condensados). As antocianinas sd8o compostos
fendlicos responsaveis pela maioria das cores azul, violeta e todas as tonalidades de
vermelho, presentes em flores e frutos (ABE et al., 2007), além de atuarem como
filtro das radiacdes ultravioletas nas folhas. Em certas espécies de plantas estes
compostos estdo associados com a resisténcia aos patdogenos e na regulacdo da
fotossintese (MAZZA & MINIATI, 1993).

AcidoHidroxibenzéico AcidoHidroxicinamico Estitbeno

IU J
ﬁr

HO E Q.
Yy
S
OH O “OH
oH O
isoflavona Flavanona

Figura 1.4 — Estruturas basicas dos flavonéides e nao flavonoides
Fonte: HIRSCH, 2011
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As antocianinas fazem parte do grupo dos flavondides, compostos fendlicos
caracterizados pelo nucleo cation flavilico (2-fenilbenzopirilium), que consiste de dois
anéis aromaticos unidos por uma unidade de trés carbonos condensada por um
oxigénio. A molécula de antocianina (Fig. 1.5) é constituida por duas ou trés
por¢cdes, uma aglicona (antocianidina), um grupo de agucares e, freqientemente, um
grupo de &cidos organicos (FRANCIS, 1989). Aproximadamente 22 agliconas sédo
conhecidas, das quais 18 ocorrem naturalmente, mas apenas seis (pelargonidina,
cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina e malvidina) sdo importantes em
alimentos (FRANCIS, 2000).

R,
OH
HO
R,
OH
HO OH
s J
le]
OH CH,OH
Aglicona Substituicdo glicosidica Acilagdo
{Estrutura do anel B) (substituicao nas posigdes 3 (esterificacdo das hidroxilas do
e5) aglcar)
R,=R,=H Pelargonidina D-glicose Acidos cindmicos
R,=0H,R,=H Cianidina D-galactose p-cumarico
R,=R,=0H Deffinidina D-xilose Fertlico
R,=0CH;, R,=H Peonidina L+amnose Caféico
R,=0CH, R,=0H Petunidina L-arabinose
R,=R,=0QCH, Malvidina Rutinose Acidos alifaticos
Soforose Acético
Sambubiose Maldnico
Gentiobiose Succinico

Figura 1.5 — Estrutura quimica das antocianinas
Fonte: MALACRIDA & MOTTA, 2006

O interesse nos compostos fendlicos advém de varios estudos que sugerem
gue uma dieta rica em frutas, vegetais, cerais integrais e leguminosas possa trazer
beneficios & saude e diminuir o risco de doencas crbnicas degenerativas (PRIOR,
2006). A importancia na nutricdo humana geralmente esta relacionada a promocao
da saude e possivel prevencdo de algumas doencas (GIBNEY et al., 2006). Os
efeitos bioguimicos e farmacoldgicos dos flavonodides sdo muito vastos, dentre estes
se destacam as ag¢Oes antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatoria, antiplaquetaria
e efeitos antialergénicos. Alem disto, estes compostos podem inibir enzimas, como a
prostaglandina sintetase, a lipoxigenase e a ciclooxigenase, todas relacionadas
diretamente com a tumorogénise. Também podem induzir a acdo de enzimas do

sistema desentoxicante como a glutationa transferase. Quando em alimentos, o0s
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flavondides agem de forma a reduzir o consumo de vitamina C, evitando a formacao
de radicais livres (KOO & SUHAILA, 2001).

1.5 RADICAIS LIVRES E ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo é definido como o desequilibrio entre os agentes
oxidantes e antioxidantes em favor dos oxidantes, potencialmente levando a danos,
e por isto tem sido sugerido como causa do envelhecimento e de varias doencas nos
seres humanos (KATALINIC et al., 2006). A producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN), entre outras, € parte integrante do
metabolismo humano e € observada em diversas condi¢des fisioldgicas. ERO e ERN
desempenham importantes funcdes biolégicas, como na fagocitose, fendbmeno em
que essas espécies sdo produzidas para eliminar o agente agressor (ARAUJO,
2009). As EROs incluem todos os radicais do oxigénio, como fon superéxido (O3),
radical hidroxila (OH), radical alquila (L"), alcoxila (RO") e radical peroxila (ROQs).
Nas ERNs estdo incluidos além do peroxinitrito (ONOQO), o 6xido nitrico (NO) e o
radical di6éxido de nitrogénio (*NO;) (MANCINI-FILHO, 2006).

As EROs séo, portanto, produzidas naturalmente em nossSO organismo
através de processos metabdlicos oxidativos que podem ser de extrema utilidade,
como na ativacdo do sistema imunologico, da resposta inflamatéria ou na
detoxificacdo de drogas (SCHENEIDER DE OLIVEIRA, 2004). Contudo, pelo
desequilibrio entre a producdo e a remoc¢ao dessas espécies, podem ocorrer varios
eventos nocivos, como a apoptose de células saudaveis, o envelhecimento precoce,
a alteracdo da funcéo celular e o aparecimento de doencas degenerativas como
aterosclerose, cancer, doenca de Alzheimer ou a doenca de Parkinson (FINALD, et
al., 2006) (figura 1.6).



13

Aterosclerose

Inflamacao Isquemia
Artrite

Sl /N i
b G Diabetes

Processo de Espécies reativas
envelhecimento ‘<] >‘ Cancer

de oxigénio e
nitrogénio
;; Infeccao

Parkinson
Alzheimer

Dano radioativo

Figura 1.6 — Patologias causadas por espécies reativas de oxigénio e nitrogénio.
Fonte: ARAUJO, 2007

A formacdo de radicais livres in vivo ocorre via acdo catalitica de enzimas,
durante os processos de transferéncia de elétrons no metabolismo celular e pela
exposicdo a fatores exdégenos. Contudo, na condicdo de pro-oxidante a
concentracdo desses radicais pode aumentar devido a maior geracao intracelular ou
pela deficiéncia dos mecanismos antioxidantes (PIENIZ et al. 2009).

Os radicais livres sdo espécies quimicas que contem um ou mais elétrons
desemparelhados, o que lhes confere grande instabilidade, meia vida curta e alta
reatividade quimica (FERREIRA et al., 2010). Essa alta reatividade quimica é a
responsavel pela instabilidade da espécie, uma vez que essas moléculas tendem a
acoplarem seus eletrons ndo pareados com outro que esteja presente em estruturas
proximas a sua formacgdo, passando assim a comportarem-se como receptores
(oxidantes) ou como doadores (redutores) de elétrons (PEREIRA & ERETTORI,
2008). Os radicais livres presentes no organismo causam dano oxidativo em
diferentes tipos de moléculas, como nos lipidios, proteinas e acidos nucléicos. Os
componentes celulares ndo séo protegidos totalmente por antioxidantes endégenos,
e estd cada vez mais estabelecido que antioxidantes obtidos da dieta sejam
indispensaveis para a defesa do organismo contra a oxidacdo e que, portanto, tém
importante papel na manutencéo da saude (CERQUEIRA; et al., 2007)

O estresse oxidativo (EO) é uma das condicdes de dano celular mais
estudada, e tem sido implicado em muitos processos patolégicos (FREITAS et al

2008). O cérebro é mais vulneravel que outros tecidos ao EO, porque contém uma
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grande quantidade de lipidios e metais oxidaveis, e tém em relacdo aos outros
tecidos menos mecanismos antioxidativos (WALZ et al., 2000).

1.6. ATIVIDADE PROTETORA DOS ANTIOXIDANTES

Antioxidantes séo substancias capazes de inibir a oxidacéo, pela reducdo da
concentracdo dos radicais livres no organismo, pela quelacdo de ions metalicos, por
impedir que o oxigénio se combine com moléculas suscetiveis ou por neutralizar
espécies ativas de oxigénio, formando compostos menos reativos (GOTTLIEB et al.,
2009; FERREIRA et al., 2010). Estes compostos sdo capazes de inibir a oxidacao de
diversos substratos, de moléculas simples a polimeros e biossistemas complexos.
As substancias que protegem as células contra os efeitos dos radicais livres podem
ser classificadas como antioxidantes enzimaticos (enddégenos) ou nao-enzimaticos
(exdgenos) (SIES, 1993). O organismo conta com espécies diferentes de
antioxidantes enddgenos que ajudam a eliminar as espécies reativas através de
mecanismos fisiologicos de defesa. Estes mecanismos sao realizados através de
enzimas como a glutationa redutase (GSH), superéxido dismutase (SOD), catalase e
glutationaperoxidase (GSH-Px), nicotinamida adenina dinucleotidio fosfato (NADPH)
e coenzima Q (JACOB, 1994); além de proteinas ligantes de metais como a
albumina, metalotioneina, ceruloplasmina e transferrina (SOARES, 2002).

Dentre os antioxidantes enzimaticos, os mais estudados sdo as superoxido
dismutases, a catalase e as glutationas peroxidases, as quais sdo encarregadas de
reduzir peréxidos geradores de radicais ‘OH e ‘'OR (VASCONCELOQOS et al., 2007). A
superéxido dismutase (SOD) é a primeira linha de defesa contra as EROs por
neutralizar a formacéo de O, e H,0O, do citosol. A catalase esta presente em todas
as células, principalmente em peroxissomas, que usam oxigénio para converter
H.O, em agua e oxigénio (FINALD, et al., 2006).

Em adicdo aos efeitos protetores dos antioxidantes enddgenos, a incluséo de
antioxidantes exdégenos € de grande importancia, e com isso o consumo regular de
frutas e hortalicas e, alguns de seus produtos, torna-se um aliado a prevencao do
risco de doencas associadas ao excesso de radicais livres no organismo. O efeito
protetor atribuido as frutas deve-se a variedade de constituintes com atividade

antioxidante presentes em sua composicdo, cCOmO vitaminas e numerosos
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metabolitos secundarios, incluindo os acidos fendlicos, flavondides e outros
polifendis (PIETTA, 2000; HAVSTEEN, 2002).

O desempenho dos antioxidantes in vivo depende principalmente de fatores
como: tipos de radicais livres formados, onde e como sdo gerados e doses ideais
para a protecdo. Assim, é possivel que um antioxidante atue como protetor em
determinado sistema, mas nao proteja ou mesmo aumente as lesdes induzidas em
outros sistemas ou tecidos (HALLIWELL et al., 1995). A funcionalidade dos
compostos fendlicos esta relacionada principalmente a sua acdo sequestradora de
radicais livres, que vem sendo relacionada a presenca de grupos hidroxila em sua
estrutura quimica, fator considerado critico para a neutralizacdo de radicais livres
(ELISIA et al., 2007). Essa neutralizacdo é primariamente atribuida a alta reatividade
dos substituintes hidroxilas (OH") que neutralizam os radicais livres. Os compostos
fendlicos, em especial os flavonodides, sequestram os radicais livres bloqueando as
reacOes radicalares em cadeia através da doacdo de &tomos de hidrogénio,
podendo atuar em ambos os compartimentos celulares lipofilico e hidrofilico
(DECKER, 1997).

O potencial antioxidante das antocianinas é regulado por diferencas na sua
estrutura quimica. Variando a posicdo e 0s grupamentos quimicos nos anéis
aromaticos das mesmas, a capacidade de reagir com radicais livres também varia
(GALVANO et al., 2004). Seu potencial antioxidante é dependente do nimero e da
posicdo dos grupos hidroxilas e sua conjugacdo na estrutura (KUSKOSKI et al.,
2004).

1.7 ACAO BIOLOGICA DA AMORA-PRETA E DO MIRTILO

Ramirez et al. (2005) avaliaram o efeito do mirtilo no desempenho cognitivo
em ratos durante 30 dias, e concluiram que a ingestdo de 3,2 mg antocianinas/kg
animal/dia, proveniente de mirtilo, melhora a memdéria de curto prazo mas nao
interfere na memdaria de longo prazo. Araujo (2009) avaliou a ingestéo diaria de 5 mL
de néctar de amora-preta em hamsters machos, que foram alimentados por 98 dias
com dietas normo e hipercolesterolémicas, verificando uma redugédo dos niveis
séricos de triacilglicerideos, colesterol total e frag6es colesterol-LDL, além do retardo
das reacdes de peroxidacédo lipidica. Em estudo sobre o déficit cognitivo e motor

provocado por irradiacdo, Shukitt-hala et al. (2009) concluiram que a adicédo de 2%
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de mirtilo e 2% de morango em dietas de ratos idosos, durante 8 semanas, foi eficaz
na prote¢cao contra os efeitos nocivos desta irradiacdo com resultados positivos para
o desempenho cognitivo e motor dos ratos. MOLAN et al. (2008) avaliou a acédo do
consumo diario de mirtilo no ganho de peso, em ratos alimentados por 10 semanas,
obtendo como resposta a reducéo da ingestdo alimentar entre 6% a 9% ao dia e o
ganho de peso de 5% a 10% inferior aos ratos controle.

Segundo Jaakola et al. (2002), Rimando et al. (2004) e Moraes et al. (2007),
0os beneficios fisiolégicos do mirtilo incluem reducéo do nivel de colesterol LDL,
sendo mais eficiente que muitos medicamentos prescritos pelos médicos,
impedimento de infec¢des urinarias, melhoramento da memoria e da coordenagéo
motora afetada por doencas de carater degenerativo.

Estudos desenvolvidos por Yugarani et al. (1992), evidenciaram uma reducao
marcante de colesterol total, colesterol-LDL e triacilglicerideos no plasma de ratos
hiperlipidémicos induzidos por dieta, quando tratados com o flavondide quercetina,
composto que também esta presente nos frutos de amoreira-preta. Em ratos
hipercolesterolémicos tratados com extrato de mirtilo foi observado reducdo sérica
nos niveis de LDL-colesterol (em torno de 46%) e aumento de HDL na ordem de
10% (COFFY, 2008).

Estudo in vitro desenvolvido por Zhang et al. (2005) para avaliar o efeito
inibitério no crescimento de células cancerigenas de diferentes linhagens, utilizando-
se cinco tipos de antocianidinas (formas aglicona de antocianinas — cianidina,
delfinidina, pelargonidina, petunidina e malvidina) e quatro antocianinas (cianidina-3-
glicose, cianidina-3-galactose, delfinidina- 3-galactose e pelargonidina-3- galactose),
concluiu que na concentracdo de 200 mcg.mL™ a malvidina e a pelargonidina
inibiram, em mais de 60%, o crescimento de células cancerigenas no estdmago,
célon, pulmdo e mama. Em relacdo as células cancerigenas no sistema nervoso
central, a malvidina inibiu seu crescimento em 40,5%, e a pelargonidina em 34%.
Nessa mesma concentracdo, a cianidina, delfinidina e petunidina inibiram o
crescimento de células cancerigenas mamarias em 47, 66 e 53%, respectivamente.
Ao contrario dos resultados observados para as antocianidinas, as antocianinas que

nao apresentaram atividade anticancerigena (ZHANG et al., 2005).
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RESUMO

As substancias bioativas presentes na amora-preta e no mirtilo, como 0os compostos
fendlicos e a vitamina C, apresentam propriedades funcionais com destaque para a
atividade antioxidante e anticancerigena. Devido a pequena durabilidade pés
colheita destes frutos e consequente instabilidade de seus constituintes, ha
necessidade de aplicacdo de um processo de conservagdo para manter as
propriedades funcionais dos mesmos. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do
processamento no contetdo de fitoquimicos em polpas concentradas, diluidas e
liofilizados de amora-preta cv. Tupy e de mirtilo cv. Powderblue. Foi determinada a
composicao proximal das polpas “in natura” e quantificado alguns fitoquimicos por
espectrometria e por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando
detector de fluorescéncia para a andlise de tocoferdis e o detector de UV-Visivel
(UV/Vis) para os demais fitoquimicos. Comparando-se a composi¢ao das polpas “in
natura” verificou-se que a polpa de mirtilo cv. Powderblue apresentou maior
conteudo energético, atividade antioxidante e maior concentracdo dos fitoquimicos.
Os frutos submetidos a liofilizacdo apresentaram um declinio na atividade
antioxidante, aproximadamente 22,0 % na polpa da amora-preta e de 46% na polpa
do mirtilo, com decréscimo no conteudo dos compostos fenolicos em ambos os
frutos. Constatou-se que ndo h& uma uniformidade na degradacdo dos diferentes
tocoferdis da amora-preta, sendo o a-tocoferol o mais estavel quando submetido a
liofilizacao.

Palavras chave: Pequenas frutas, Antioxidantes, Cromatografia
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1.0 INTRODUGCAO

A busca por alimentos com alto conteddo em compostos com acao
antioxidante, somado a constante procura por alimentos de baixas calorias,
proporcionou a expansao da industria de polpas congeladas de frutas nos ultimos
anos®. Contudo, a atividade antioxidante do produto processado pode se apresentar
diferente quando comparada a fruta “in natura”, e com isso pode alterar a efetividade
de possiveis beneficios proporcionados ao organismo humano?.

Segundo a legislacdo Brasileira (Ministério da Agricultura), polpa de fruta é
definida como um produto ndo fermentado, ndo diluido, obtido de frutos polposos,
através de processo tecnoldgico adequado proveniente da parte comestivel do fruto,
devendo apresentar caracteristicas proprias da fruta’®. Ao mesmo tempo, devem ser
obtidas de frutas sas, ndo conter fragmentos das partes ndo comestiveis da fruta,
limpas, isentas de matérias terrosas, de parasitas, de larvas e detritos de animais ou
vegetais*'.

Em ritmo crescente, as culturas de amora-preta e mirtilo ganham espaco
dentre outras espécies, das pequenas frutas consumidas no Brasil, despertam a
atencdo de consumidores, processadores de frutas, agentes comercializadores e,
por consequéncia, por produtores em escala familiar, médio e de grande porte. Sdo
fatores motivadores deste crescimento a atratividade visual, o sabor, a divulgacao na
midia das propriedades nutracéuticas, a necessidade de diversificacdo da dieta com
outras espécies de frutas e o aumento da oferta no mercado interno. A demanda do
consumidor reflete-se na necessidade da contrapartida por parte das instituicdes de
pesquisa, extensdo e fomento em contribuir com informacdes e apoio que possam
auxiliar na viabilizacéo técnica e econdémica do cultivo de pequenas fruta®. Além do
fator nutricional, a conveniéncia é um fator limitante para os consumidores,
principalmente quando relacionada a facilidade de estocagem e de preparo para o
consumo doméstico?®>. O uso da polpa de fruta congelada estd em expansdo em
indUstrias processadoras de alimentos, como de produtos lacteos, sorvetes e de
doces, o que tem aumentado o interesse de produtores e de consumidores®. A
utilizacdo de amora-preta e de mirtilo na forma de polpa congelada € uma alternativa
para seu consumo?=.

Em razdo da producdo concentrada destas pequenas frutas, que ocorre nos

meses de novembro a fevereiro, e a rapida perda de qualidade pos-colheita, hd uma
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grande limitacdo quanto ao fornecimento das frutas no mercado “in natura”. Uma
alternativa para o aproveitamento econdmico dessas frutas consiste em sua
industrializacdo, podendo ser congelada, enlatada, processada na forma de polpa
(como matéria-prima ou aditivo de cor e sabor), ou na forma de sucos e geléias®.

Frutas como pitanga (Eugenia uniflora L.), butia (Butia capitata), amora-preta
(Rubus spp.), mirtilo (Vaccium ashei Reade) e néspera (Eribrotia japonica) sao
importantes fontes de fitoquimicos, principalmente de compostos fendlicos e de
carotendides. Porém, a literatura ndo reporta muitos dados sobre fitoquimicos
presentes em frutos nativos e em pequenos frutos regionais®*. A presenca destes
compostos, que sao oriundos do metabolismo secundario, especialmente
flavondides e antocianinas, revelam grande capacidade de reagir com radicais livres
gue causam estresse oxidativo, e portanto, contribuem na prevencao de doencas
cardiovasculares, circulatérias, neurolégicas e cancerigenas. Estes compostos
apresentam ainda, atividade anti-inflamatéria, antialérgica, antitrombdtica,
antimicrobiana e antineoplasica®.

Os carotendides constituem um grupo de pigmentos naturais que conferem
coloracdo amarela, laranja ou vermelha as frutas e vegetais, e também possuem
capacidade de sequestrar os radicais livres, sendo excelentes desativadores do
oxigénio singlete e alguns sdo precursores de vitamina A*°.

O teor de compostos fendlicos em frutas varia largamente com a espécie,
cultivar, local de cultivo e periodo do ano. Tanto a amora-preta quanto o mirtilo
apresentam elevado conteddo destes compostos quando comparados com outras
pequenas frutas, os quais estdo concentrados, principalmente no caso do mirtilo,
essencialmente em sua pelicula externa (epiderme). Os fendlicos polimerizados
apresentam propriedades de defesa para o vegetal e sdo largamente distribuidos
tanto entre as espécies, como em relacdo a sua localizacédo dentro da fruta, sendo
mais concentrados na casca do que na polpa®’.

E importante salientar que as substancias fisiologicamente ativas devem estar
presentes nos alimentos com propriedades funcionais em quantidades suficientes e
adequadas para produzir o efeito fisiolégico desejado?®. Fatores enzimaticos,
quimicos, fisicos e microbioldgicos inerentes a fruta e outros associados as
condigcbes de processamento, acondicionamento e armazenamento do produto,
podem afetar a constituicdo fisico-quimica, vindo contribuir para alteragbes na sua

funcionalidade?®’. Pesquisas realizadas com polpa de amora-preta evidenciam que o
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emprego de altas temperaturas na conservacgéo implica, na maioria das vezes, em
reducéio do contetido de compostos bioativos presentes no produto®.

Atualmente tem-se empregado tecnologias que permitem processar a fruta na
forma desidratada, fazendo com que o fruto, que antes era consumido apenas em
sua época de safra, hoje possa ser consumido em qualquer periodo do ano*®.

Este estudo teve como objetivo caracterizar fisicoquimicamente a amora-preta
e o mirtilo, e avaliar o efeito do processamento na estabilidade de fitoquimicos no

fruto e em suas polpas diluidas e liofilizados.
2.0 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL

Foram utilizados frutos de amora-preta (Rubus fruticosus) da cultivar cv.Tupy,
e mirtilos (Vaccinium ashei Reade) da cv. Powderblue, ambos cultivados na cidade
de Morro Redondo-RS, local que apresenta latitude de 31°35'S e longitude de
52°37'0. Os frutos foram colhidos manualmente, no periodo de dezembro/2009 a
janeiro/2010, em seu estagio apropriado de maturacdo e transportados ao
laboratério de cromatografia do DCTA/UFPel, sob refrigeracdo (0°C) em caixas de
isopor, sendo entédo selecionados de acordo com o seu grau de sanidade. Os frutos
inteiros foram imersos em &agua potavel, apods escorridos por 2 min e entdo
acondicionados em embalagens de polietileno de alta densidade (0,45 micra) e
armazenados em ultra-freezer a -80°C até o momento do processamento e das
analises. Todas as determinacdes foram realizadas em triplicata.

Os padrdes cromatograficos para a determinacdo de compostos fendlicos
foram obtidos da Sigma (St. Louis, MO) e Fluka (Milwaukee, WI), incluindo os acidos
hidroxicinamicos: &cido caféico, acido ferulico, &cido p-cuméarico; &acidos
hidroxibenzéicos: acido galico, acido elagico, acido p-hidroxibenzéico; flavonais:
guercetina, campferol, miricetina; e os flavondis: (+)catequina, (-)epicatequina; todos
com 96-99% de pureza. Na determinacdo de antocianinas todos os padrbes
utilizados foram provenientes da Fluka (Milwaukee, WI), com pureza superior a 95%,
incluindo o cloreto de cianidina, cloreto de pelargonidina, cloreto de malvidina,
cloreto de peonidina, cloreto de delfinidina, cloreto de Kuromanina, cloreto de

Keracianina e cloreto de malvidina-3-0-galactosideo. Os padrfes utilizados para a
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determinacdo de tocoferdis foram: a-, &- e y- tocoferol, obtidos da Sigma Aldrich
(Steinheim, Germany) com 90-99% de pureza . Para a determinacdo de
carotendides utilizaram-se padrdes de [-cryptoxantina, licopeno, luteina e
zeaxantina, obtidos da Chromadex (Irvine, USA); e o B-caroteno obtido da Fluka
(Saint Louse, USA), todos com 97% de pureza. O padrdo cromatografico para a
determinacdo de acido ascorbico foi o acido L-(+)-ascorbico da Synth (Diadema,

Brasil), com 99% de pureza.

2.2 PROCESSAMENTO DAS POLPAS

Os frutos previamente congelados (-18°C) foram mantidos a temperatura
ambiente até o descongelamento, e em seguida foram triturados em liquidificador e
peneirados para obtencéo da polpa.

A partir da polpa, foram obtidas as diluicbes com &agua mineral nas
proporcdes de 50% e 75% p/v (polpa: agua), recebendo as denominacdes:

Amora = polpa pura

Amora50% = 1 parte (500 g) de polpa + 1 parte (500 mL) de agua mineral

Amora75% = 1,5 partes (750 g) de polpa + 1 parte (500 mL) de &gua mineral

Mirtilo = polpa pura

Mirtilo50% = 1 parte (500 g) de polpa + 1 parte (500 mL) de agua mineral

Mirtilo75% = 1,5 partes (750 g) de polpa + 1 parte (500 mL) de agua mineral

2.3 PROCESSAMENTO DOS PRODUTOS LIOFILIZADOS

As frutas foram retiradas do ultrafreezer (-80°C) e imediatamente liofilizadas,
em liofilizador de bancada modelo FD 5505; apds foram armazenadas em
embalagens de polietileno sob congelamento (-20+2°C) até o momento das analises.

2.4 AVALIACOES

As avaliagdes foram realizadas em frutos “in natura”, nas polpas diluidas e

nos produtos liofilizados, todas as andlises em triplicata.
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Umidade — Determinada por método gravimétrico de secagem em estufa a
105°C até peso constante, sendo os resultados expressos em % de umidade,
segundo metodo do Instituo Adolfo Lutz*®.

Proteinas — Por meio do método de Kjeldahl, sendo os resultados expressos
em % de proteina, utilizando o fator de conversao protéico de 5,75, segundo método
do Instituo Adolfo Lutz*®.

Cinzas brutas — Determinada pelo método gravimétrico, sendo os resultados
expressos em % de cinzas, segundo metodo do Instituo Adolfo Lutz *°.

Fibra bruta — Determinada por método gravimétrico, sendo os resultados
expressos em % de fibra bruta, segundo método do Instituo Adolfo Lutz *°.

Extrato etéreo — Através de método gravimétrico de extracdo por solvente
(Extrator de Soxhlet), sendo os resultados expressos em % de extrato etéreo,
segundo método do Instituo Adolfo Lutz *°.

Carboidratos — Determinado por meio do calculo de diferenca centesimal dos
constituintes da amostra, ou seja: 100 — (% umidade + % proteina + % extrato etéreo
+ % fibra bruta +% cinzas), sendo os resultados expressos em % de carboidratos
(RDC 360 ANVISA)™.

Sdélidos soluveis totais (SST) — Determinado por leitura direta em
refratbmetro de bancada, marca Analytikjena, sendo os resultados corrigidos para a
temperatura de 20°C, através de tabela de correcéo, e expressos em °Brix, segundo
método do Instituo Adolfo Lutz *°.

AcUcares totais — Método volumétrico (Lane-Eynon), através de titulacao
com solucao de Fehling, sendo os resultados expressos em % de glicose, segundo
metodo do Instituo Adolfo Lutz *°.

Acucares redutores — Método volumétrico (Lane-Eynon), por meio de
titulacdo com solucdo de Fehling, sendo os resultados expressos em % de glicose,
segundo método do Instituo Adolfo Lutz *°.

AcUcares ndo-redutores — Determinado por diferenca entre o teor de
acucares totais e redutores, sendo o resultado expresso em % de sacarose,
segundo método do Instituo Adolfo Lutz *°.

pH — Determinado em potenciometro Digimed — DM-20, a temperatura de

20°C, segundo método do Instituo Adolfo Lutz *°.
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Acidez total titulavel — Método volumétrico, através de titulagdo com NaOH
0,1N, sendo os resultados expressos em % de acido citrico, segundo método do
Instituo Adolfo Lutz™®.

Valor Calérico — Determinacdo do valor calérico total® segundo a Resolugéo
— RDC, n° 360 de 23 de dezembro de 2003, expresso em Kcal.g™? (ANVISA)*

Determinagcdo do conteudo total de compostos fendlicos - A
determinacdo de compostos fendlicos foi realizada de acordo com método proposto
por Singleton & Rossi*®. Acido galico foi utilizado como padréo para construir a curva
de calibracdo nas concentracdes de 0,50; 100; 150; 250 e 500 mg.L™, obtendo-se
uma equacdo da reta expressa por y = 0,0131x, com r% 0,9823. O teor de fendis
totais foi expresso em mg de acido galico por 100 g de fruta (mg GAE.100g™).

Determinacdo de compostos fendlicos individuais — Os compostos
fendlicos foram extraidos de 5 g de polpa das frutas utilizando 30 mL de metanol
acidificado, com 4,9 mL &cido cloridrico p.a, conforme método descrito por
Zambiazi®®>. As amostras foram centrifugadas para posterior injecdo no CLAE, onde
foi realizado a identificacdo e quantificacdo destes compostos. O cromatégrafo
consistiu no sistema CLAE-Shimadzu, com injetor automatico, detector UV/Vis a 280
nm, coluna de fase reversa RP-18 CLC-ODS (5 pym x 4,6 mm x 150 mm) com fase
estacionaria octadecil e uma coluna de guarda CLC-ODS com fase estacionaria de
superficie octadecil, ambas acondicionadas em estufa a 25°C. Utilizando-se, como
fase mével inicial, acido acético (99:1v/v)/metanol nas propor¢des (100:0 v/v), por 25
minutos, alterando-se para acido acético (99:1v/v)/metanol 60:40 (v/v) por 12
minutos, logo ap6s 37 minutos alterando-se para acido acético/metanol 95:05 (v/v),
retornando para a fase movel inicial apés 45 minutos de andlise, com fluxo de 0,8
mL.min™. Os compostos fenélicos individuais foram quantificados com base da curva
de calibracdo dos padrbes externos, cujos padrbes (grau espectrofotométrico) foram
dissolvidos em metanol. A concentracédo das solu¢des dos padrdes variou de 0,125
a 12,5 ug.25uL™ para o &cido p-cumarico (y = 2,14083%*%™ com R?: 0,9904), acido
cafeico, quercetina, acido ferulico, epicatequina, acido p-hidroxibenzoico, acido
galico e acido elagico, com as respectivas equacfes de reta expressa por y =
2,14083°%°7 com R?: 0,9904 (acido p-cumarico); y = 2,93335°%"* com R?: 0,9989
(acido cafeico); y =6,24982°%° com R?: 0,9927 (quercetina); y = 3,27162%%"™ com
R% 0,9996 (acido ferdlico); y= 1,35909%°°* com R? 0,9978 (epicatequina); y =
6,44575°%°7 com R? 0,9955 (acido p-hidroxibenzoico); y = 3,25519°%" com R?:
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0,9970 (4cido galico); y =5,8751%%°™ com R% 0,9977 (4cido elagico). Concentracées
de 1,25 a 87,5 pg.25uL™ para catequina (y = 5,8751°%°™ com R%* 0,997719), e de
0,125 a 6,25 pg.25uL™?, para a miricetina (y = 1,38511°%" com R?* 0,995137) e
para o kaempferol (y = 5,6644°%°™ com R? 0,999088). Os valores dos pontos de
calibracdo formam estipulados com base em estudos prévios de quantificacdo de
compostos fendlicos individuais em pequenas frutas®. Os resultados foram
expressos em miligramas por 100 gramas de peso da fruta “in natura”.

Determinacdo do conteudo total de antocianinas — A determinacdo do
conteldo de antocianinas foi realizada seguindo método descrito por Lees &
Francis®. O célculo do contetdo de antocianinas foi baseado na Lei de Beer (eq.1),
e os resultados foram expressos em mg de cianidina 3-glicosidio (CYD-3-G) por 100
g’ de amostra.

A=¢&.C.l (eq.1)

Onde: A= absorbancia; €= Coeficiente de absorcdo molar; C= concentracao
mol/L e | = caminho éptico em cm.

Determinacdo de antocianinas individuais — Os compostos antocianicos
foram extraidos de 10 g polpa das frutas em 20 mL de uma solucéo (0,1% HCIl em
metanol), conforme o método adaptado de Zhang et. al®*. As amostras foram
centrifugadas para posterior identificacdo e quantificacdo realizada através de CLAE.
O sistema cromatografico utilizado foi 0 mesmo descrito para a determinacdo de
compostos fendlicos individuais, diferindo apenas no comprimento de onda do
detector, que foi de 520 nm. Utilizou-se, como fase mdvel inicial, 4cido acético
(98:2v/v)/metanol/acetonitrila nas propor¢cdes 100:0:0 (v/v/v), por 10 minutos,
alterando-se para acido acético (98:2v/v)/metanol/acetonitrila 90:0:10 (v/v/v) até
atingir 15 minutos de corrida, trocando-se entdo para acido acético (98:2
v/v)/metanol/acetonitrila 80:10:10 (v/v/v) em 20 minutos de corrida e para acido
acético (98:2 vi/v)/metanol/acetonitrila  70:0:30 (v/v/iv) em 30 minutos de corrida,
retornando para a fase mével inicial em 40 minutos de analise, com fluxo de 0,8
mL.min*. Os picos foram identificados por comparagéo com os tempos de retencéo
dos padrbes e quantificados através de curvas de calibracdo de padréo externo de
cloreto de malvidina, cloreto de kuromanina (cianidina-3-glicosideo), cloreto de
keracianina (cianidina-3-rutinosideo), cloreto de pelargonidina, cloreto de peonidina,
cloreto de delfinidina, cloreto de cianidina e malvidina-3-galactosideo. A

concentracdo das solucdes dos padrdes variou de 0,1 a 3,0 pg.uL™ para cloreto de
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peonidina, cloreto de delfinidina e para o cloreto de cianidina, com as respectivas
equacdes de reta expressa por y= -1,116413%%°2 +3 6769°%7* . 0,00671422, com
R% 0,999959 (peonidina), y= -6,76107%%1%2 + 3,03932%%9"* . 0,00252867, com R
0,999923 (delfinifina), y= 1,04234°°%2 + 1.84161°%°" + 0,0230878, com R*
0,999543 (cianidina), e de 0,1 a 4,0 pg.uL™ para cloreto de kuromanina (cianidina-3-
glicosideo) (y =1,60558e "2 + 3,92608%%™ + 0,0431528, com R? 0,99756); e de
0,1 a 5,0ug.uL™?, para a keracianina (cianidina-3-rutinosideo) (y= 1,643%%%"2 +
2,47193%%7 + 0,0926535, com R% 0,996607); e de 0,2 a 3,0 pg.uL™ para o cloreto
de pelargonidina (y= 6,01327°%1%2 + 1,78891%°°%* + 0,0538641, com R?: 0,98959) e
de 0,2 a 5,0ug.uL™ para malvidina-3-galactosideo (y= 1,76212°°%2 + 4,70402°%°7
+ 0,0187786, com R? 0,999934). Os valores dos pontos de calibracdo formam
estipulados com base em estudos prévios de quantificacdo de compostos
antocianicos individuais em pequenas frutas. Os resultados foram expressos em
mg.100g™ de amostra.

Determinacdo do conteudo total de carotendides — Os carotendides foram
extraidos e quantificados conforme método proposto por Rodriguez-Amaya®. Os
resultados foram expressos em ug de B-caroteno.g™ de amostra (eq.2).

Carotenoides totais = Absorbancia x vol. do extrato (mL) x 10° (eq.2)

2500 x 100 x g de amostra

Determinacdo de carotendides individuais - A determinacdo de
carotendides individuais foi realizada segundo o método descrito por Rodriguez-
Amaya*®. Ap6s a etapa de extracao foi realizada a saponificacdo com 25 mL de KOH
em etanol 1,5 N a frio (Zambiazi, 1997). A andlise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia consistiu no sistema descrito para a analise de compostos fendlicos
individuais, equipado com detector UV/Vis, utilizando o comprimento de onda de 450
nm. A separacgdo foi efetuada utilizando um sistema de eluicdo como fase movel
inicial de metanol / acetonitrila / acetato de etila nas propor¢des 30:70:0 (v/viv), por
10 minutos, alterando-se para metanol / acetonitrila / acetato de etila 10:80:10 (v/v/v)
até atingir 35 minutos de corrida, logo apds, alterando-se para metanol / acetonitrila /
acetato de etila 5:80:15 (v/v/v), retornando para a fase mével inicial em 40 minutos
de analise, com fluxo de 1 mL.min™. A concentracdo das solucdes dos padrdes
variou de 0,001 a 0,8 pg.uL™” para luteina (y = 6,916° - 016*"? + 4,794339°%%% com
R% 0,995467); de 1,005 a 50,25 pug.uL™ para B-criptoxantina (y = -5,82985° - 012X +
7,79436°°°% com R%* 0,99977); de 0,1 a 2,0 pg.uL™ para o licopeno (y= 8,77858° -
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016" + 2,26943%°™ com R% 0,997093); e de 0,005 a 1,0 ug.uL™ para o B-caroteno
(y= 2,83165%%12 + 4 4075°°%% com R? 0,998344). Os valores dos pontos de
calibracdo formam estipulados com base em estudos prévios de quantificacdo de
carotendides individuais em pequenas frutas. O conteddo de carotendides foi
expresso em pg carotenéide por 100 g*de amostra.

Determinagdo do conteudo de tocoferdis — A extragdo de tocoferoéis foi
realizada de acordo com o método proposto por Zambiazi®®. O sistema
cromatografico utilizado foi 0 mesmo descrito para a determinacdo de compostos
fendlicos individuais.  Utilizou-se, como fase modvel inicial, metanol
/acetonitrila/isopropanol nas propor¢des 40:50:10 (v/v/v), por 10 minutos, alterando-
se para metanol/acetonitrila/isopropanol 65:30:5 (v/v/v) até atingir 12 minutos,
retornando para a fase movel inicial até 15 minutos de analise, com fluxo de
1mL.min. Utilizou-se o detector de fluorescéncia RF—10Ax. em comprimento de
onda de 290 nm para excitacédo e de 330 nm para a deteccao. A quantificacéo de -
tocoferol foi realizada baseada na curva de calibragao do &-tocoferol, porque estes
dois compostos ndo sdo separados no processo cromatografico, e portanto, sao
quantificados conjuntamente. Para a elaboracédo da curva padrdo de a-tocoferol,
utilizaram-se concentracdes de 0,156; 0,312; 0,625; 1,250; 2,500; 5,000; e 7,000
ug.mL™* (y=375755 + 76067628, R% 0,9979); para o y-tocoferol utilizaram-se
concentracfes que variaram de 0,078; 0,156; 0,312; 0,625; 1,250; 2,500; e de 5,000
ug.mL? (y=-553002+348445746*, R* 0,9932); e para o d-tocoferol utilizaram-se
solugcdes de concentracdes de 0,078; 0,156; 0,312; 0,625; 1,250;2,500; e de 5,000
ug.mL™ (y=-77585 + 267516328 R% 0,9956). Os dados foram expressos em ug.100
g’ de amostra.

Determinacdo do contetido de Acido L-ascérbico — A determinacdo de

1°°. O sistema

acido ascoérbico foi realizada por HPLC, de acordo com Vinci et. a
cromatografico utilizado foi 0 mesmo descrito para a determinacdo de compostos
fendlicos individuais. Utilizou-se a fase movel com eluicéo isocratica, composta por
solucédo de acido acético (0,1% em agua ultra pura) e metanol, na propor¢éo de 98:2
vlv, com fluxo de 0,8mL.min. Utilizou-se o detector espectrofotométrico UV/Vis em
comprimento de onda de 254nm. Para realizar a quantificacdo de acido L-ascoérbico
utilizou-se a curva de padrao de acido L-ascérbico com 0,1; 0,5; 1,0; 1,25; 2,5; 5,0;

7.,5; 10 mg.100mL™" obtendo-se uma equacdo da reta expressa por y= 9,109367e"
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015212 3401°%°% com R% 0,996175. O contetido de &cido L-ascérbico foi expresso
em mg.100g™* de amostra.

Atividade antioxidante— A atividade antioxidante foi determinada seguindo o
método descrito por Brand-Willians et al.?, com alteracdes. Para a extracdo dos
compostos com atividade antioxidante empregou-se metanol, e a amostra foi
homogeneizada usando um Ultra-Turrax em velocidade maxima. Apdés maceracao
de 24 horas a uma temperatura de 3-4°C a amostra foi centrifugada. Foi preparada
uma solucao de 2,2-difenil-1-picrylhidrazil (DPPH) pesando-se 24 mg do radical livre
DPPH e dissolvendo em 100 mL de metanol, apos esta foi estocada a 4°C. No
momento da andlise, retirou-se 10 mL desta solucao, que foram diluidos em 45 mL
de metanol, para preparar a solucdo uso. A absorbancia desta solucédo foi ajustada
para 1,1 + 0,02. Para quantificacdo da atividade antioxidante, 100 uL do extrato da
amostra foram adicionados a 3,9 mL da solucéo uso de DPPH, com a finalidade de
completar o volume a 4 mL. A absorbancia da amostra foi lida em espectrofotometro
apos 24 horas em comprimento de onda de 517 nm. A atividade seqguestrante de
radicais livres foi determinada pela comparacdo com uma curva padrao de Trolox-
DPPH, que variou entre 0,10 a 5 mM (y=.0,508% R?: 0,997). Os resultados foram

expressos pmol de equivalente Trolox.g™ de amostra.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados das avaliacdes foram analisados estatisticamente por meio de
andlise de variancia (ANOVA), teste F e teste de Tukey, com nivel de significancia
de 5% para comparacdo das médias, através do programa STATISTICA versao
7.0%.

3.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 DETERMINACOES FiSICO QUIMICAS DE AMORA-PRETA CV. TUPY E
DE MIRTILO CV. POWDERBLUE

Os resultados da composicao fisico-quimica dos frutos de amora-preta cv.

Tupy e de mirtilo cv. Powderblue encontram-se descritos na tabela 2.1.
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No momento da colheita, a faixa ideal de acidez total para as frutas deve estar
entre 0,3 e 1,3% de acido citrico, o pH em torno de 3,75 + 0,5 e o teor de SST acima
de 10%™. Tanto a amora quanto o mirtilo apresentam valores dentro das faixas
propostas na literatura. A amora preta apresentou-se como um fruto mais acido que
o mirtilo, caracterizada por uma acidez de 1,15% em &acido citrico. O pH da fruta “in
natura” é importante na retengdo de antocianinas, uma vez que em pH inferior a 3,0
estes componentes sdo mais estaveis frente a fatores que aceleram sua
decomposicdo?®. As cultivares em estudo tém valores de pH préximos a 3,0 e
portanto, sdo mais propicias para a manutencdo dos compostos bioativos. As
mesmas variacdes foram observadas em relagcdo a polpa de amora-preta cv.

Cherokee, avaliada por Nachtigall et al.3*

, quanto aos valores de pH (3,07), acidez
(1,22%) e SST (7,8°Brix). Mota®®* em polpa de amora-preta cv. Tupy, safra
2003/2004, determinou valores de 6,93 °Brix, e de 3,2 e 1,33%, respectivamente
para pH e acidez. Raseira & Antunes® caracterizam o teor de SST, como sendo de
10,5 a 12,8 °Brix para a amora-preta cultivar Bluegem da regido de Pelotas-RS.

O conteudo de umidade das polpas de amora e de mirtilo diferiram
significativamente entre si. O percentual na polpa de amora-preta cv. Tupy ficou na
faixa de 92,27%, resultado semelhante também foi encontrado por Aradjo? (91,38%),
e menor percentual foi encontrado em fruta da mesma cultivar por Chim*? (88%). O
contetdo de umidade do mirtilo (Vaccinium ashei Reade) esta na faixa de 86,72%;
semelhante ao encontrado por Silveira et al.** (87,68%).

A relacdo entre soélidos solluveis e acidez total foi de 6,95 para amora-preta e
de 12,37 para o mirtilo; valor menor do que determinado por Granada'’, que
encontrou valores médios de 8,00 para a amora preta cultivar Tupy.

Os demais parametros avaliados, proteinas e extrato etéreo, ndo diferiam
significativamente para essas duas cultivares. As frutas regionais, como morango,
mirtilo e framboesa, apresentam baixos teores de proteinas e de gordura (em torno
de 0,80 e 0,15% respectivamente, em base Umida)’. Percentuais um pouco
superiores de proteinas foram encontrados nesse estudo para a amora-preta, e de
gordura no mirtilo e na amora-preta. Outros parametros fisico-quimicos avaliados
apresentaram diferenca significativa. Os teores de fibra bruta de amora
assemelharam-se aos valores descritos por Aradjo et al.®, para polpa de amora-
preta cv. Tupy, safra 2007/2008. O autor relatou teor de fibra bruta em torno de

3,71% e de cinzas de 3,02% (base seca). O menor valor encontrado neste estudo
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para cinzas e fibras, pode ser atribuido a operacdo de despolpamento, onde as
cascas e as sementes foram totalmente removidas. Os valores de fibra bruta
encontrados nesse estudo oscilaram entre 0,28% (amora-preta) e 1,08% (mirtilo).

Resultado semelhante foi encontrado por Silveira et. al.*

para o contetdo de fibra
bruta em mirtilo (1,69%), ambos determinados em base Umida. O valor de cinzas no
extrato de mirtilo foi de 0,15%, semelhante ao identificado por Silveira et al.
(0,19%)**. O teor de cinzas pode ser considerado como uma medida geral de
qualidade nos alimentos, uma vez que maiores teores de cinzas retratam também
maiores teores de célcio, magnésio, ferro, fésforo, sédio e outros componentes
minerais nos frutos>?.

A polpa de amora-preta estudada por Aratjo® apresentou menores teores de
acucares totais, redutores e ndo-redutores quando comparada a polpa deste estudo.

.32 trabalhando com diferentes cultivares de mirtilo, encontraram valores

Moraes et. a
semelhantes na cultivar Delite para o conteldo de aglcares totais (35,0%) e de

acucares redutores (15,4%).

3.2 DETERMINACOES FISICO-QUIMICAS NAS POLPAS, POLPAS
DILUIDAS E NOS PRODUTOS LIOFILIZADOS

O teor de umidade na amora-preta liofilizada foi de 14,21% e no mirtilo
liofiizado de 8,19%. A determinacdo de umidade é uma das medidas mais
importantes e utilizadas na analise de alimentos®, pois o contetdo de &gua esta
relacionado com sua estabilidade, qualidade e composicdo, e pode afetar o produto
durante o armazenamento, processamento e consumo™*,

Quando comparado com os valores das respectivas polpas, ocorreu pequeno
decréscimo no valor do pH e confirmado por um pequeno aumento significativo no
teor de acidez nos produtos liofilizados da amora-preta. Comportamento semelhante

foi encontrado por Oliveira et. al.*®

no estudo com polpa de uvaia. Isto ocorre pela
reducdo do conteudo de &agua e respectiva concentragdo dos compostos nos
produtos liofilizados. Observa-se também, um decréscimo nos teores de acidez e
um aumento no valor do pH, a medida que aumenta o grau de diluicdo das amostras
de ambos os frutos (Tabela 2.2).

Pode-se observar um decréscimo significativo no teor de antocianinas e de

compostos fendlicos, tanto na amora quanto no mirtilo, a medida que ocorre a
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diluicdo da polpa, conforme a tabela 2.2. Evidencia-se, portanto, que uma mistura de
diferentes compostos fenolicos com polaridade diversificada encontram-se nas
polpas destas frutas, sendo a maior proporcdo destes constituintes solUveis em
agua®.

De acordo com Costa et al.'*, em estudos com polpa de acerola, foi
observado que o processo de liofilizagdo apresenta algumas vantagens em relacao
a outros métodos de conservacdo, como na manutencdo da estrutura original do
produto e do valor nutricional, além da preservacdo das caracteristicas sensoriais.
No presente estudo, os frutos liofilizados apresentaram apenas uma pequena
reducdo, quando comparada a suas polpas, no teor de antocianinas, de 12,79% na
amora-preta e de 11,01% no mirtilo. Perdas pouco superiores foram observadas em
relacdo ao conteudo de compostos fendlicos, de 14,91% na amora-preta e de
30,94% no mirtilo. Portanto, as antocianinas demonstraram maior estabilidade do
que o total de compostos fendlicos durante o processo de liofilizacao.

Ferreira’®, ao analisar amora-preta (Rubus spp.) “in natura”, encontrou valores
de 90,5 mg de CYD-3-G.100g™* para antocianinas e de 241,7 mg de AG.100g*de
compostos fendlicos; enquanto estudos de Rutz et. al.*® em amora cv Tupy,
quantificaram valores inferiores para fendis totais (161,17 mg de AG.100g™).
Pertuzatti®’, no estudo da polpa de mirtilo da cv. Powderblue, relata teores de 215,40
mg de AG.100g*de compostos fendlicos. Kalt et. al.?*, constata para o mirtilo cv
highbush e lowbush conteidos de compostos fendlicos de 227,0 a 277,0 mg de
AG.100g™.

3.3 CONTEUDO DE COMPOSTOS FENOLICOS INDIVIDUAIS

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € o método mais utilizado para a
deteccdo, identificacdo e quantificacdo de flavondides, acidos fendlicos e seus
derivados*®. Neste método, a amostra é aplicada e eluida através da coluna
cromatografica, sob condi¢cdes especificas, designadas para uma separacdo e
resolugéo eficientes. Existem varios sistemas cromatograficos publicados para a
separacao de flavondides e acidos fendlicos. Os principais métodos cromatograficos
utilizam cromatografia de fase reversa, com coluna Ci;g equipada com uma pré-

coluna correspondente?®.
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Pelos cromatogramas tipicos de separacdo dos acidos fendlicos e flavonois
presentes em cultivares de amora-preta e mirtilo, obtidos na separacdo
cromatografica, observa-se a presenca de 6 picos distintos, na cultivar de amora-
preta (Figura 2.1) e 5 picos distintos ha amostra de mirtilo, referente aos compostos
fenodlicos (Figura 2.2).

O procedimento de separacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos foi
estabelecida a partir de testes de extracéo e condi¢cdes cromatograficas preliminares
realizados por Chim*?, utilizando como base, o método descrito por Zambiazi®>>. No
presente estudo eliminou-se a adigdo da agua no processo de extracdo, utilizando-
se apenas metanol acidificado com &cido cloridrico 6 M. Assim foi otimizado o tempo
de evaporacdo em 30 minutos no rota evaporador (40°C), durante o processo de
extracdo dos compostos fenélicos das amostras, ocasionando menor probabilidade
de perdas no seu conteudo.

Os dados de quantificacdo de compostos fendlicos individuais em cultivares
de amora-preta e de mirtilos sdo ainda pouco explorados. Estudos de Sellappan et
al.*? analisando cultivares de amora-preta Choctaw e Kiowa, reportaram os &cidos
gélico e o acido caféico como os &cidos majoritarios, com 6,42 a 4,12 mg.100g™ e
1,38 a 3,64 mg.100g™”, respectivamente. Porém, segundo os autores, as amostras
ndo passaram por uma hidrélise acida durante o processo de extracdo, o que pode
ter ocasionado uma extracao ineficiente, apresentando uma quantidade de picos,
relativos aos diferentes compostos fendlicos, bem inferiores ao encontrado no
presente estudo.

Os &cidos fendlicos majoritarios identificados na polpa de amora-preta cv.
Tupy foi o &cido hidroxibenzéico (101,47 mg.100g™) e na polpa de mirtilo cv
Powderblue o 4cido galico (119,16 mg .100g™).

O &cido galico tem sido o principal acido fendélico encontrado no mirtilo,
atingindo 50% do total de compostos fendlicos da cultivar Powderblue®, resultado
semelhante foi verificado nesse estudo, onde o acido galico, representou 49,61% do
total de compostos fendlicos do mirtilo.

De acordo com Jacques?’, além de &cido gélico foram identificados na amora-
preta a quercetina, epicatequina e os acidos caféico, ferulico e o hidroxibenzoico. No
presente estudo foram identificados os mesmos compostos na amora-preta, com

excecao da quercetina e da epicatequina.


../Meus%20documentos/AppData/Local/Microsoft/Windows/Temporary%20Internet%20Files/Content.IE5/AppData/Local/Microsoft/Windows/Temporary%20Internet%20Files/Content.IE5/AppData/Local/Microsoft/Windows/Temporary%20Internet%20Files/AppData/Local/Microsoft/Windows/AppData/Local/AppData/Local/Microsoft/Windows/Temporary%20Internet%20Files/Content.IE5/RQLLL9XA/TABELAS%20e%20figuras.docx
../Meus%20documentos/AppData/Local/Microsoft/Windows/Temporary%20Internet%20Files/Content.IE5/AppData/Local/Microsoft/Windows/Temporary%20Internet%20Files/Content.IE5/AppData/Local/Microsoft/Windows/Temporary%20Internet%20Files/AppData/Local/Microsoft/Windows/AppData/Local/AppData/Local/Microsoft/Windows/Temporary%20Internet%20Files/Content.IE5/RQLLL9XA/TABELAS%20e%20figuras.docx

40

Como esperado, observa-se uma reducdo significativa no conteddo dos
compostos fendlicos, a medida que ocorreu a diluicdo das polpas (Tabela 2.3).

Observou-se a reducédo do contetdo de compostos fendlicos com a diluicdo
da polpa, sendo mais evidenciado com o conteudo de quercetina, o que pode estar

relacionado com sua menor solubilidade em agua’.

3.4 CONTEUDO DE ANTOCIANINAS INDIVIDUAIS

Tem sido encontrado uma ampla variedade de antocianinas e de
antocianidinas em pequenas frutas. Segundo Ferreiral®, as antocianinas
identificadas em amora-preta (Rubus spp.) cultivar Tupy foram cianidina-3-
glucosideo, cianidina-3-dioxalil-glucosideo, cianidina-3-malonil-glucosideo e
cianidina-3-rutinosideo, sendo a primeira a em maior quantidade (104,1 + 1,7
mg.100g™ de fruta), correspondendo a aproximadamente 92,7% do total das
antocianinas.

No presente estudo foi identificado apenas um unico tipo de antocianina para
amora-preta (Figura 2.3), cianidina-3-rutinosideo, que totalizou 99,24% (Tabela 2.4)
das antocianinas totais (141,02 + 1,3 mg.100g™'de fruta) (Tabela 2.2). O mesmo
comportamento foi observado por Stintzing et. al.*® identificaram a cianidina 3-
glucosideo como o pigmento mais importante em todas as amostras de amora
analisados com um nivel médio de 82,9% do total de antocianinas identificadas.

No mirtilo cv. Powderblue n&o foi possivel a separacdo completa das
antocianinas: Keracinina e Kuromanina, por apresentarem estrutura quimica muito
similar, diferindo apenas no acucar glicosilado na antocianina, cianidina-3-
rutinosideo e cianidina-3-glicosideo, respectivamente, apresentaram tempos de
reteng&@o muito similares (Figura 2.4).

Estudos com a casca, polpa e fruto inteiro de diferentes cultivares de mirtilo,
nao identificaram antocianinas na polpa da cultivar Powderblue. No entanto, a
Keracinina foi identificada na polpa da cultivar Delite, mesmo que em quantidades
muito pequenas (0,07 mg.100g™ fruta fresca)®’. Neste estudo, analisando o fruto
inteiro, foram identificadas a malvidina, kuromanina, keracinina e perlagonidina
(Tabela 2.4).
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3.5 CONTEUDO TOTAL DE CAROTENOIDES

O conteudo de carotenodides nas polpas, polpas diluidas e nos produtos
liofilizados de amora-preta e mirtilo utilizados neste estudo estdo apresentados na
tabela 2.5.

Observou-se diferenca significativa no conteudo de carotendides na polpa “in
natura” e nos liofilizados de ambos os frutos. Tanto na amora quanto no mirtilo
ocorreram perdas expressivas destes pigmentos no processo de liofilizacéo,
atingindo na amora uma reducéo de 65,81% e no mirtilo perdas de 56,43%.

Estudos de Jacques et. al.?*

com amora-preta cv. Tupy reportam um contetdo
de carotendides totais de 0,59 mg de B-caroteno.100g™ de fruta; e de Marinova &
Ribarova®® contetdos de 0,44 mg de B-caroteno.100g™ de fruta, ambos superiores
ao encontrado neste estudo para a polpa “in natura”.

Pertuzatti®’, ao avaliar carotenéides em mirtilo, constatou que este fruto
apresenta baixo contetido deste pigmento (0,66 a 0,16 ug de B-caroteno.g™?), o que é
corroborado por dados expostos por Jacques et al.?, que ao analisarem diversas
frutas constataram que o mirtilo foi a que apresentou 0os menores teores de
carotenoides (1,4 pg de PB-caroteno.g’ fruta fresca). Frutos cujos principais
compostos presentes pertencem a classe das antocianinas, o contetdo de
carotendides é reduzido durante o amadurecimento, em decorréncia disto, frutos
como o mirtilo possuem pequenas quantidades de carotendides®®. No entanto, na
casca de cultivares como Briteblue e Bluebelle, os teores sdo mais expressivos,
podendo ser comparados com o conteudo em frutos como o butia (28 pg de B-
caroteno.g*fruta fresca) e nespera (24 pg de B-caroteno.g™ fruta fresca)®* que

apresentam os carotendides como seus pigmentos majoritarios.

3.6 CONTEUDO DE CAROTENOIDES INDIVIDUAIS

Estudos de Jacques20 relatam que colunas de fase reversa Cig € Czp VEM
sendo amplamente utilizadas para separacdo de carotendides, porém, em coluna
Cis ndo ocorre a separacdo de isdbmeros geomeétricos (cis-trans) de carotendides
apolares, como a luteina e a zeaxantina. Nos produtos liofilizados, na polpa e na
polpa diluida de amora-preta cv. Tupy foram identificados os carotenoides [3-

criptoxantina, licopeno, zeaxantina e 3-caroteno. (Figura 2.5).
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Observa-se que o processo de liofilizagdo afetou significativamente o
conteldo dos carotendides na amora-preta, atingindo perdas de 13,14% (Tabela
2.6). No entanto, relacionando aos processos tradicionais, a liofilizacdo ainda
provoca menores perdas no teor total de carotendides da amora-preta. Jacques®
em seu estudo de armazenamento de amora-preta a baixa temperatura observou
perdas de até 80% no conteado de carotenoides, durante o periodo de
armazenamento da polpa por 6 meses nas temperaturas de -10 e -18 °C,
demonstrando a alta sensibilidade destes pigmentos ao armazenamento congelado.

A estabilidade dos carotendides difere muito nos alimentos, mesmo quando
submetidos a processamento e condicdes de estocagem idénticas®. A principal
causa de destruicdo dos carotendides € devida a sua oxidagcdo, tanto em via
enzimatica quanto ndo enzimatica.

Na separacdo cromatografica dos carotendides no mirtilo foi possivel a
identificacdo de trés picos (Figura 2.6), assim como na amora preta. O 3-caroteno foi
o carotendide majoritario, em ambas cultivares, sendo o carotendide mais estavel a
liofilizacdo (Tabela 2.6). Costa et. al.'* encontraram na polpa de acerola, uma maior
instabilidade da B-criptoxantina em relagéo ao -caroteno, comportamento oposto foi

encontrado nas cultivares em estudo.

3.7 CONTEUDO DE TOCOFEROIS

O delta (6-) e o alfa (a-) tocoferol apresentaram separacao bem definida, com
alta resolucdo, em coluna de fase reversa (fase estacionaria apolar), porém,
utilizando-se destas condi¢cbes cromatograficas, o beta (B-) e o gama (y-) tocoferol
nao foram separados, sendo entdo quantificados conjuntamente. Com isto, foi
possivel a identificacao de trés picos para a amora-preta (Figura 2.7) e um pico para
o mirtilo (Figura 2.8).

A amora cv. Tupy apresentou um teor significativamente superior de
tocoferdis (9,74 pg.g™) ao contetido presente no mirtilo (0,75 pg.g™) (Tabela 2.7). A
fracdo delta (A) tocoferol foi identificada em menor quantidade na amora-preta e n&o
foi quantificada no mirtilo. Barcia et al.®° também relatam em amora cv. Tupy teores
superiores de tocoferdis (8,25 pg.g?) quando comparada ao mirtilo cv. Woodard
(5,35 pg.g?), jamboldo (5,34 ug.g™t), péssego cv. Eldorado (2,91 pg.g™t), aracé roxo
(1,43 pg.g™) e no physalis (1,48 pg.g™).
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O teor total de tocoferdis reduziu significativamente, comparando suas polpas
concentradas, polpas diluidas e produtos liofilizados de ambas as frutas.
Comportamento diferenciado ocorreu entre suas diluicbes, as quais apresentaram
conteudos similares nas polpas com as diferentes dilui¢cdes.

Os tocoferdis sdo encontrados expressivamente em produtos com alto teor
em gordura, como améndoas, 0leos vegetais e em algumas frutas e vegetais. No
entanto, na avaliacdo do conteudo de tocoferdis nos frutos de amora-preta, araca
roxo, butid, jambol&o, mirtilo, néspera, péra, pitanga e péssegos, estudos concluiram
que a amora-preta e o mirtilo foram os frutos que apresentaram maior conteddo em

tocoferdis®*3,

Chun et al.®®

relatam conteudos de tocoferdis mais de duas vezes superiores
(37,4 pg.g?) aos encontrados no presente estudo (16,251 pg.g™). Pertuzatti®’ relata
contedos de 0,09 mg.100g™” de tocoferéis em cultivares de mirtilo, Climax e
Powderblue, contetido similar ao encontrado no presente estudo (0,075 mg.100g™).
Jacques? relata que temperaturas de -10 e -18°C ndo sdo eficientes para
preservacao de tocoferdis na amora-preta. Mesmo a uma temperatura de -80°C, os

tocoferdis foram degradados a partir dos dois meses de armazenamento.

3.8 CONTEUDO DE ACIDO L-ASCORBICO

Foi observada boa resolucdo para o acido L-ascorbico em polpas de amora-
preta cv. Tupy e mirtilo cv. Powderblue (Figuras 2. 9 e 2.10), quantificado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizando coluna de fase reversa revestida
com octadecil.

O mirtilo cv. Powderblue demonstrou ser um fruto mais rico em &cido L-
ascobico que a amora-preta cv. Tupy (Tabela 2.8). Atala et al.” relata contetidos de 8
mg.100g™ para o mirtilo e de 6 mg.100g™ para a amora-preta. Valores um pouco
inferiores de acido L-ascérbico na amora-preta cv. Tupy foi encontrado por Chim*?
(2,4 mg.100 g1), estando mais préximos ao encontrado neste estudo.

Apos o processo de liofilizacdo observou-se pequena reducéao no conteudo de
vitamina C na polpa de amora-preta de 14% e na polpa de mirtilo em 18,61%. Estes

35
l.

dados concordam com Oliveira et. al.> os quais enfatizam que o processo de

liofiizacdo preserva em grande parte as caracteristicas originais do produto “in

natura”, destacando-se o teor de vitamina C.
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Menezes et. al.®!

constataram reducado de 33,47% no contetido de vitamina C
para o po liofilizado, enquanto no processo de secagem a seco em estufa foi

verificado um declinio de 49,52%, no estudo com polpa de acerola.
3.9 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante do fruto reflete a capacidade antiradical apresentada,
expressa em pmol de equivalente Trolox.g™, ap6s todos os antiradicais encontrados
no extrato terem reagido com o radical estavel DPPH>".

Os resultados das determinagbes da atividade antioxidante da polpa
liofilizada, da polpa e da polpa diluida de amora-preta cv. Tupy e do mirtilo cv.
Powderblue estdo demonstrados na Tabela 2.9.

Observa-se que o mirtilo apresentou maior capacidade antioxidante que a
amora-preta, coincidindo com o maior conteddo de fitoquimicos do mirtilo. A
correlacdo entre a atividade antioxidante (TEAC), o conteldo de antocianinas e o
conteudo total de compostos fendlicos nos frutos estudados (amora-preta e mirtilo)
estdo representados nas figuras 2.11 e 2.12. A média dos valores de TEAC se
correlaciona de forma positiva com a média dos valores de compostos fendlicos e de
antocianinas. Para polpa de amora-preta cv. Tupy observou-se a correlagéo de r*
0,993 (P < 0,01) com o conteldo total de compostos fendlicos e de r*: 0,970 para o
conteudo total de antocianinas (P< 0,01) (Figurall). Para a polpa de mirtilo cv.
Powderblue foi observado com o contetdo total de fendis r%:0,995 (P < 0,01) e com o
contetdo total de antocianinas r*:0,926 (P< 0,01) (Figura 2.12).

Os compostos fendlicos sdo considerados os principais responsaveis pela
atividade antioxidante em frutos?°, apesar de o &cido ascorbico ter papel relevante
no estresse oxidativo. Sun et. al.** demonstraram que a contribuicdo da vitamina C
na determinacdo da atividade antioxidante de 11 (onze) frutos € baixa e afirmaram
que a maior contribuicdo para a atividade antioxidante de frutos se deve a

.25 observaram a influéncia

composicdo de compostos fendlicos. Kuskoski et. a
majoritaria dos compostos fendlicos na atividade antioxidante e, principalmente, a
dos pigmentos antocianicos, em polpas de frutas como o abacaxi, a graviola, o
cupuagu e o maracuja. Pertuzatti*® constatou uma correcdo expressiva entre o

conteido total de compostos fendlicos e a capacidade antioxidante (r%0,997) em
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relagdo ao conteudo de outros fitoquimicos, concordando com os dados deste
estudo.

De acordo com Kuskoski et. al. %

a relacdo direta de cada grupo de
compostos ou dos compostos fendlico individuais, deve ser estabelecida através de
estudo especifico com os compostos isolados, assim como para se determinar as
quantidades didrias necessérias e ideais de antioxidantes na alimentacdo
equilibrada, levando em consideracdo diversas variaveis e condicdes de vida de
cada individuo.

Neste estudo, as polpas mantiveram suas propriedades antioxidantes, mas
apresentaram um declinio desta propriedade apos a liofilizagéo.

A capacidade antioxidante de ambos os frutos foi afetada pelo processo de
liofilizacdo, apresentando diferenca significativa dos demais tratamentos, ao nivel de
5%. A polpa de amora-preta liofilizada apresentou uma redugcdo de 21,49% na
atividade antioxidante, em relacido a sua polpa “in natura”. No entanto, a reducéo da
atividade antioxidante foi mais evidente nas polpas do mirtilo liofilizado quando

comparado com a polpa “in natura”, atingindo redug¢ao de 50,51%.

4.0 CONCLUSOES

O mirtilo cv. Powderblue apresenta maior conteldo enérgico que a amora-
preta cv. Tupy, evidenciado pelo maior conteudo de carboidratos, além de conter o
maior contetdo de fibras brutas.

Pelo estudo comparativo das duas berries, verificou-se que a polpa “in natura”
de mirtilo cv. Powderblue apresenta maior capacidade antioxidante que a amora-
preta cv. Tupy, coincidindo com sua maior concentracdo em fitoquimicos
quantificados.

Os frutos submetidos a liofilizacdo apresentaram um declinio na sua
capacidade antioxidante de aproximadamente 21,49% na polpa de amora-preta e de
50,51% na polpa do mirtilo, coincidindo com o decréscimo do contetdo dos
compostos fenolicos. Constatou-se que ndo ha uma uniformidade na degradacao
nas fragbes de tocoferdis da amora-preta, sendo a fracdo de a-tocoferol, a mais

estavel quando submetida a liofilizacéo.
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ABSTRACT

The blackberry and blueberry bioactive compounds, such as phenolic
compounds and vitamin C, have functional properties such as antioxidant and
anticancer activity. Because a short shelf life and consequent instability of these
compounds, there is a need to apply a conservation process to keep its functional
properties. The aim of this study was to evaluate the effect of processing on the
phytochemicals stability of blackberry cv.Tupy and blueberry cv. Powderblue
concentrated and diluted pulps and in freezing drying products. It was determined the
proximal composition of the in nature fruit and quantified the total (spectrometry) and
individual (HPLC) phenolic compounds using fluorescence detection for tocopherols
and UV-visible detector for the other phytochemicals. Comparing the pulp
composition it was found that the pulp of blueberry cv. Powderblue showed the
highest energetic content, antioxidant capacity and phenolic compounds content.
Fruits subjected to lyophilization showed a decline in their antioxidant capacity of
approximately 22% in the blackberry pulp and 46% in blueberry, coinciding with the
decrease in phenolic compoundscontent. It was found that there is no uniformity in
the degradation of the different tocopherol of blackberry, with a-tocopherol being the
most stable when subjected to lyophilization.

Keywords: berries, antioxidants, chromatography
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TABELAS

Tabela 2. 1 — Determinacdes fisico quimicas de amora-preta cv. Tupy e de mirtilo cv.
Powderblue
Valores médios (base umida)*
Amora “in natura” Mirtilo“in natura”

Determinacoes

pH 3,04+ 0,01° 3,24+ 0,01°

Acidez (% acido citrico) 1,15+ 0,022 0,97+ 0,05"

Sélidos Totais (°Brix) 8,00 + 0,06" 12,00 + 0,06
Umidade (%) 92,43+ 0,70° 86,72+ 0,70°
Proteinas (%) 0,95+ 0,15° 0,69 + 0,05%
Cinzas (%) 1,66 + 0,03° 0,15 + 0,03°
Fibra bruta (%) 0,28 +0,07° 1,08 +0,07°
Extrato etéreo (%) 0,53 +0,03% 0,58 + 0,03%
Carboidratos (%) 4,30 +0,19° 10,27 £ 0,192
Acucares redutores (%)** 14,78 + 0,73" 16,63 + 0,58%
AcuUcares ndo-redutores (%)*** 9,87 +1,13" 14,88 +1,63%
AcUcares totais (%)** 25,17 + 0,46" 32,30 + 2,30%
Valor calérico (Kcal.100g ™) 26,49 +0,01° 50,67 + 0,02%

* Os valores representam as médias de 3 repeticdes + desvio padrdo; Letras distintas na mesma
coluna indicam diferen¢a significativa entre as médias pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade. ** % glicose, * % sacarose

Tabela 2.2 - Caracteristicas fisico-quimicas das polpas, polpas diluidas e produtos
liofilizados de amora-preta cv. Tupy e de mirtilo cv. Powderblue

Acidez pH Compostos Antocianinas
(% em acido fendlicos (mg cianidina3-
Polpa citrico) (mg de &c. Gélico glicosidios100gde fruta)
100g™
de fruju/ta)
Amora “in natura” 1,15+ 0,002° 3,04+ 0,01° 220,54+ 1,63° 141,02 + 1,30°

Amora75% 0,83 + 0,003 3,33+0,01° 188,31 +0,79° 109,30 + 0,30¢
Amora50% 0,71+0,04*  3,47+0,01* 147,30+ 1,04° 80,98 + 0,90’

Amora Liofilizada 1,52+ 0,122 3,02+ 0,01° 187,64 + 1,64° 122,98 + 2,68°
Mirtilo “in natura” 0,97+ 0,05 3,24+ 0,01° 243,76+ 1,71% 156,03 + 0,60°%
Mirtilo75% 0,73+0,02°®  326+0,01° 214,21+1,57° 127,39 + 2,30°
Mirtilo50% 0,39 + 0,05° 3,34+0,01° 168,54 + 1,10 98,48 + 0,50°

Mirtilo Liofilizado 0,99 0,03  3,12+0,01° 168,33 +2,45° 138,85 + 2,52°

* Os valores representam as médias de 3 repetices + desvio padrdo;** Letras distintas na mesma
coluna indicam diferenca significativa entre as médias pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de

probabilidade.
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Tabela 2.3 - Compostos fendlicos individuais presentes na polpa e na polpa diluida
de amora-preta cv. Tupy e mirtilo cv. Powderblue

Polpas in natura e diluidas

Compostos fendlicos Amora Amora Amora Mirtilo Mirtilo Mirtilo
(mg. 100g™) “in natura” 75% 50% “in natura” 75% 50%
Acido galico 90,17° 53,837 32,19 119,16% 58,56°  36,86°
Hidroxibenzéico 101,472 61,78°  48,34°  75,10° 56,10°  42,94'
Catequina 31,05% 17,73°  12,44° - - -
Kaempferol 9,08" 5,98¢ 2,58' 25,13 12,01°  5,66°
Caféico 22,02° 17,76°  13,21° - - -
fertlico 11,14° 7,09° 1,48' 8,14° 3,59° 2,68°
Quercitina - - - 5,032 0,59° 0,14°
Total 264,932 164,17° 110,24° 232,56" 130,85"  88,28'

Letras distintas na mesma coluna indicam diferencga significativa entre as médias pelo teste de Tukey,
ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 2.4 - Compostos antocianicos presentes em polpa in natura e nas polpas
diluidas em amora-preta cv. Tupy e mirtilo cv. Podewblue

Polpa e polpas diluidas

Compostos antocianicos Amora Amora Amora Mirtilo Mirtilo Mirtilo
(mg. 100g™") in natura” 75% 50% ‘in natura”  75% 50%
Malvidina - - - 21,44° 13,72° 8,06'

Kuromanina - - - 19,142 15,41° 6,43°
Keracinina - - - 27,39% 7,35° 6,63°
Perlagonidina - - - 2,77° 2,21° 1,55°
Cianidina 139,96 92,64° 41,44° - - -

Total 139,96° 92,64° 41,44° 70,74° 38,68° 22,67

* Letras distintas na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as médias pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 2.5 — Conteudo total de carotendides em polpa in natura, liofilizada e diluida

de amora-preta cv. Tupy e de mirtilo cv. Powderblue

Polpa Carotendides
(mg de B-caroteno.lOOg'l de fruta)
Amora‘“in natura” 1,55+ 0,01°
Amora75% 1,51 +0,03%
Amora50% 1,46 + 0,01
Amora Liofilizada 0,53 +0,03°
Mirtilo“in natura” 1,40 + 0,01
Mirtilo75% 1,36 £ 0,01°
Mirtilo50% 1,25 +0,01°
Mirtilo Liofilizado 0,61+ 0,02'

* Letras distintas na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as médias pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 2.6 — Conteudo de carotendides em polpa liofilizada, polpa in natura e

polpa diluida de amora-preta cv. Tupy e de mirtilo cv. Powderblue

Carotendides (pug. 100g™)

Polpa B- caroteno Licopeno B-criptoxantina Total
Amora“in natura” 61,43% 0,02° 0,24% 61,69%
Amora 75% 31,21° - 0,18° 33,39°
Amora 50% 19,55¢ - 0,16" 19,71¢
Amora Liofilizada 53,36" - 0,22° 53,36"
Mirtilo“in natura” 8,09° 0,02° 0,08° 8,09°
Mirtilo 75% 3,95' - 0,06° 4,01'
Mirtilo 50% 1,349 - 0,02° 1,35¢
Mirtilo Liofilizado 0,86° - - 0,86°

* Letras distintas na mesma coluna indicam

Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

diferenca significativa entre as médias pelo teste de
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Tabela 2.7 — Conteudo de tocoferdis da polpa liofilizada, da polpa e polpa diluida de
amora-preta cv. Tupy e de mirtilo cv. Powderblue

Polpa Tocoferéis (ug. g~)

d-tocoferol (y+ B)-tocoferol a-tocoferol Total
Amora 0,50° 5,74° 3,50° 9,74°
Amora 75% 0,25° 0,25° 2,25° 2,75°
Amora 50% 0,25° 0,25° 2,24° 2,74°
Amora Liofilizada 0,42° 0,49° 2,98° 3,90°
Mirtilo - 0,49° 0,25¢ 0,75°
Mirtilo 75% - - 0,25¢ 0,25°
Mirtilo 50% - - 0,24° 0,25°
Mirtilo Liofilizado - 0,25° - 0,25°

* Letras distintas na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as médias pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 2.8 Conteudo de &cido L-ascérbico na polpa liofilizada, da polpa e polpa
diluida e de amora-preta cv. Tupy e mirtilo cv. Powderblue.

Polpa Acido L-ascorbico
(mg.100g™")

Amora 0,50°
Amora 75% 0,29°
Amora 50% -

Amora Liofilizada 0,43'
Mirtilo 4,46°
Mirtilo 75% 2,50"
Mirtilo 50% 3,49°
Mirtilo Liofilizado 3,63

* Letras distintas na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as médias pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 2.9 Atividade antioxidante da polpa in natura, da polpa diluida e da polpa
liofilizada de amora-preta cv. Tupy e de mirtilo cv. Powderblue
Polpa Atividade antioxidante

(umol. EqTrolox/100g)

Amora 1270,86 * 33,34°
Amora 75% 1086,51 + 16,25°
Amora 50% 896,07 + 22,15°
Amora Liofilizada 997,04 + 33,52°¢
Mirtilo 1807,98 * 29,05
Mirtilo 75% 1293,96 + 22,42°
Mirtilo 50% 1056,74 + 12,50°
Mirtilo Liofilizado 894,74 + 31,46°

*Médias de trés repeticdes + estimativa de desvio padrao;

** | etras distintas na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as médias pelo teste
de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Figura 2.1 - Cromatograma tipico de compostos fendlicos em amora-preta cv. Tupy. CLAE
com coluna em fase reversa e detector UV (280 nm). 1. &cido galico; 2: &cido
hidroxibenzéico; 3: catequina; 4:caféico; 5. Kaempferol; 6:ferulico. Fase mével: gradiente de
acido acético em agua (1:99 v/v) e metanol com fluxo de 0,8 mL.min™.
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Figura 2.2 - Cromatograma tipico de compostos fendlicos em mirtilo cv. Powderblue, CLAE
com coluna em fase reversa e detector UV (280 nm). 1: acido gdlico; 2: &cido
hidroxibenzoico; 5: Kaempferol; 6: ferulico; quercitina. Fase movel: gradiente de &cido
acético em agua (1:99 v/v) e metanol com fluxo de 0,8 mL.min™.
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Figura 2.3 - Cromatograma tipico da separagéo de antocianinas de amora-preta via CLAE,
com coluna de fase reversa C18 e detector UV a 520 nm, usando um gradiente com solugéo
aguosa de acido acético (98:2 v/v), metanol e acetonitrila.
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Figura 2.4 - Cromatograma tipico da separag¢do de antocianinas em mirtilo via CLAE, com
coluna de fase reversa C18 e detector UV a 520 nm, usando um gradiente de solucéo
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Figura 2.5 - Cromatogramarelativo a separagcédo de carotendides em amora-preta cv. Tupy
obtido por CLAE, com coluna em fase reversa e detector UV (450 nm). 1. betacriptoxantina;
2: licopeno; 3: beta caroteno. Gradiente de metanol, acetonitrila e acetato de etila, com fluxo

de 1,0 mL.min™.
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Figura 2.6 - Cromatograma relativo a separacdo de carotendides em mirtilo obtido por
CLAE, com coluna em fase reversa e detector UV (450 nm). 1. betacriptoxantina; 2:
lipopeno; 3: beta caroteno. Gradiente de metanol, acetonitrila e acetato de etila, com fluxo

de 1,0 mL.min™.
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Tocoferdis de Amora-preta
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Figura 2.7 - Cromatograma tipico de tocofer6is em amora-preta cv. Tupy por CLAE com
coluna em fase reversa e detector de fluorescéncia, 290 nm de excitagdo e 330 nm de
emissdo. 1. deltatocoferol; 2: gama e beta-tocoferol; 3: alfa-tocoferol. Gradiente com
acetonitrila; metanol:isopropanol, 50:40:10 v/v/v, com fluxo de 1,0 mL.min™.
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Figura 2.8 - Cromatograma tipico de tocoferéis em mirtilo cv. Powderblue por CLAE com
coluna em fase reversa e detector de fluorescéncia, 290 nm de excitacdo e 330 nm de
emissdo. 2: gama e beta-tocoferol; Gradiente com acetonitrila: metanol:isopropanol,
50:40:10 v/v/v, com fluxo de 1,0 mL.min™.
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Figura 2.9 - Cromatograma tipico do acido L-ascérbico em amora-preta cv. Tupy. , por
CLAE com coluna em fase reversa e detector UV (254 nm) 1: &cido-L-ascérbico.. Gradiente
de solugéo agua ultra pura:acido acético (99,9:0,1 v/v) e metanol, com fluxo de 0,8 mL.min™.
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Figura 2.10 Cromatograma tipico do acido L-ascorbico em polpa de mirtilo. Cv. Powderblue,
por CLAE com coluna em fase reversa e detector UV (254 nm). Fase mével com solucao
agua ultra pura:acido acético (99,9:0,1 v/v) e metanol, com fluxo de 0,8 mL.min™.
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antocianinas totais (r2 = 0,93) como os valores de atividade antioxidante em TEAC (umolg™)

de amora-preta.

Compostos Fenolicos (mg/100g

2000 J
1800 4

1600

=135 .21 77w + 1823 &
¥ 2
R2=0376 e

1400

S

1200

oy

1000

£00

€00

y=-0.001x2 +1,773x + 0,782

400

R =ues

Z00

0 T

0. 200 400 60,0 23,0 1000 1200 1<£0.0 1600 1200

Atividade Antioxidante ( pmol. Eq Trdlox/ 100g)

®:Fendis totais
|

“Antocianinas

Figura 2.12 Correlac&o entre o contelido total de compostos fendlicos (r* = 0,98) e de
antocianinas (r2 = 0,93) como os valores de atividade antioxidante em TEAC (umolg™) de

mirtilo.
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CAPITULO Ill = EFEITO BIOLOGICO DE EXTRATOS DE AMORA-PRETA (Rubus
sp.) E DE MIRTILO (Vaccinium sp.) EM RATOS WISTAR

1.0 INTRODUGCAO

Dentre os fitoquimicos presentes em frutos, os compostos fenolicos merecem
destaque, devido a sua atividade antioxidante. A capacidade de inativagcdo dos
radicais livres pelos compostos fendlicos vem sendo atribuida a presenca de
grupamentos hidroxilas (OH") que possuem capacidade de se ligar a radicais livres
presentes no organismo, impedindo sua acgdo, a qual pode causar danos e/ou
oxidacdo de componentes celulares. Dentre os compostos fendlicos presentes em
grandes quantidades na amora-preta e no mirtilo, destacam-se as antocianinas, que
tém expressiva presenca no pericarpo destes frutos (KAISU et al., 2008). Zhang et
al. (2005) constataram o efeito inibitério das antocianinas cianidina, delfinidina,
pelargonidina, petunidina e malvidina na proliferacdo de células cancerigenas
humanas, originadas em diferentes 6rgdos: estdmago, coélon, mama, pulméo e
sistema nervoso central. A acao antioxidante de pequenas frutas vem tendo grande
interesse na comunidade cientifica. Evidencia-se um crescente apelo para inclusdo
de frutas no habito alimentar, seja “in natura”, na forma processada ou incorporadas
em formulacdes alimenticias. Os habitos alimentares tém sido relacionados a fatores
determinantes para varias doencas, onde uma alimentacdo adequada exerce um
papel fundamental na prevencédo de inUmeras doencgas cronicas nao transmissiveis
(FARIA, et al., 2008).

Tanto o mirtilo quanto a amora-preta apresentam compostos bioativos com a
capacidade de atuarem como antioxidantes naturais, que pela ingestdo adequada
sdo capazes de minimizar alguns efeitos causados no organismo por espécies
reativas de oxigénio, o que pode vir a prevenir a ocorréncia de doencas
degenerativas (SAKAKIBARA et al., 2003).

Diversos estudos descrevem a relagdo entre o consumo de antioxidantes
naturais com a incidéncia de doencas. Stoner et al. (2007) encontraram reducdo na
ocorréncia de cancer de es6fago e colon em ratos apos a ingestdo de um extrato
congelado de berries. No entanto, sdo necessarios mais estudos sobre a

funcionalidade de produtos elaborados com pequenas frutas, buscando verificar o



64

quao elas sdo capazes de atuar no organismo e promover efeitos fisiologicos
benéficos similares as suas substancias de origem (ARAUJO, 2009).

Estudos atuais sugerem que pequenas frutas podem desempenhar um
relevante papel em patologias crénicas degenerativas, mas ainda existem lacunas
importantes de conhecimento. Embora a compreensdo de alguns dos possiveis
mecanismos da acgéo dos fitoquimicos na prevencdo de danos oxidativos celulares
tenha aumentado na década de 1990, os esforcos de investigacdo continuam
centrados na elucidacao dos mecanismos de ac¢ao a nivel celular e molecular.

Frente a estas evidéncias, a investigacao da agao antioxidante das pequenas
frutas torna-se relevante, para posterior incentivo a incorporacdo aos habitos
alimentares saudaveis e assim tornarem-se aliados na prevencéo e tratamento de
diversas doencas cronicas. Com isto, 0 objetivo deste estudo foi avaliar a agéo
antioxidante e hipolipemiante de extratos de amora-preta e de mirtilo no organismo

de ratos wistar.

2.0 MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido nos laboratorios de Frutas e Hortalicas e de
Cromatografia de Alimentos — Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial
(DCTA) da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel (FAEM), no Laboratério de
Ensaios Biologicos da Faculdade de Nutricdo da UFPel, da Universidade Federal de
Pelotas (UFPel, Pelotas-RS), e no laboratério do Centro de Estudos em Estresse
Oxidativo do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (Porto Alegre, RS).

2.1 POLPAS DILUIDAS DE AMORA-PRETA E DE MIRTILO

As polpas diluidas foram formuladas a partir de frutos de amora-preta (Rubus
spp.) cv. Tupy e de mirtlo cv. Powderblue (Vaccinium sp.), ambos da safra
2009/2010. Os frutos foram colhidos manualmente, em seu estagio apropriado de
maturacdo e transportados ao laboratério de cromatografia do DCTA/UFPel, sob
refrigeracao (0°C) em caixas de isopor, sendo entdo selecionados de acordo com o
seu grau de sanidade e congelados a -18°C. Os frutos previamente congelados (-

18°C) foram mantidos a temperatura ambiente até o descongelamento, e em
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seguida foram triturados em liquidificador e peneirados para obteng&o da polpa. As
polpas concentradas foram diluidas com agua mineral nas propor¢des de 50% e
75% p/v (polpa:agua), e mantidas congeladas até a sua utlizacdo. Para a
administracdo aos animais, as polpas diluidas foram retiradas do freezer na noite

anterior e colocadas em geladeira para ocorrer o descongelamento.

2.2 ENSAIO BIOLOGICO

O experimento foi conduzido no Laboratério de Ensaios Biologicos da
Faculdade de Nutricdo da UFPel, durante o periodo de fevereiro a marco de 2010. O
protocolo para a conducdo do ensaio biolégico, numero 23110.000491/2009-93
(anexo 1), foi aprovado pela Comissdo de Etica e Experimentacdo Animal (CEEA)

da Universidade Federal de Pelotas.

2.2.1 ANIMAIS

Foram utilizados 60 ratos adultos machos (Rattus Novergicus) — cepas
Wistar/lUFPel, com peso médio 275 g, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Pelotas.

Durante todo o experimento o0s animais foram mantidos em gaiolas
metabdlicas individuais, com dimensdes de 27 cm x 19 cm x 20 cm; produzida em
arame de aco Inox Aisi 304 com polimento eletrostatico e com pés de 35 cm de
altura; comedouro tipo tunel e bebedouro de polipropileno com capacidade para 300
mL; rolha de borracha anti-4cida e bico de aco inoxidavel, curvo; com funil para
recepcdo das fezes e becker para coleta de urina (Modelo MA122 - Marca
Beiramar). No periodo do experimento o laboratério permaneceu sob condi¢des de
luz e temperatura controladas com fotoperiodo de 12 horas e temperatura e umidade
relativa de 22-24°C e 65-75%, respectivamente.

O experimento foi conduzido num total em 35 dias, dos quais 0s primeiros 5
dias foram destinados a adaptacéo dos animais as condi¢cdes do ambiente e a dieta
padrao para roedores (AIN-93G) (REEVES et al., 1993), com modificagcbes nas
fontes e quantidade de gorduras. Foi oferecido diariamente 5 mL de polpa de fruta
diluida, e somente apds o consumo total da bebida foi ofertada a dieta e agua ad

libitum.
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Ao final do periodo de adaptacdo os animais foram pesados e redistribuidos
em dez grupos (n = 6), mantendo-se o peso médio dos grupos (aproximadamente

312g) de maneira que a diferenca entre os mesmos fosse a minima possivel.
2.2.2 DIETAS

As dietas experimentais foram preparadas de acordo com dieta padrédo para
roedores AIN-93M, segundo Reeves et. al. (1993). Modificada pela adicdo de
colesterol cristalino (19.100g™ de dieta) e &cido célico (0,19.100g™ de dieta), para a
producédo de hipercolesterolemia nos animais (Machado et. al. 2003). A composi¢ao
das dietas experimentais (Padréo e Colesterol) esta indicada na tabela 3.1.

O experimento foi conduzido com 10 grupos experimentais, sendo 6 animais
em cada grupo, conforme descri¢cao abaixo:

- Padrédo (P): animais alimentados com dieta padréo (AIN-93M)

- Polpa diluida (PB**): animais alimentados com dieta padrdo (AIN-93M) +
5mL de polpa diluida de amora-preta na proporcao de 50% p/v (polpa:agua);

- Polpa diluida (PB*?): animais alimentados com dieta padrao (AIN-93M) +
5mL de polpa diluida de amora-preta na proporcao de 75% p/v (polpa:agua);

- Polpa diluida (PB™™): animais alimentados com dieta padrao (AIN-93M) +
5mL de polpa diluida de mirtilo na proporcéo de 50% p/v (polpa:agua);

- Polpa diluida (PB™?): animais alimentados com dieta padrdo (AIN-93M) +
5mL de polpa diluidas de mirtilo na proporcdo de 75% p/v (polpa:agua);

- Colesterol (C): animais alimentados com dieta padrao (AIN-93M) acrescida
de 0,1% de acido célico e 1% de colesterol cristalino (p/p);

- Colesterol + Polpa diluida (CB**): animais alimentados com dieta padréo
(AIN-93M) acrescida de 0,1% de acido colico e 1% de colesterol cristalino (p/p) +
5mL de polpa diluida de amora-preta na proporcao de 50% p/v (polpa:agua);

- Colesterol + Polpa diluida (CB*?): animais alimentados com dieta padréo
(AIN-93M) acrescida de 0,1% de acido célico e 1% de colesterol cristalino (m/m) +
5mL de polpa diluida de amora-preta na proporcéo de 75% p/v (polpa:agua);

- Colesterol + Polpa diluida (CBM™): animais alimentados com dieta padrédo
(AIN-93M) acrescida de 0,1% de acido célico e 1% de colesterol cristalino (m/m) +

5mL de polpa diluida de mirtilo na proporc¢ao de 50% p/v (polpa:agua);
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- Colesterol + Polpa diluida (CB"?): animais alimentados com dieta padrédo
(AIN-93M) acrescida de 0,1% de acido colico e 1% de colesterol cristalino (m/m) +

5mL de polpa diluida de mirtilo na proporcao de 75% p/v (polpa:agua);

Talbela 3.1 — Formulacéo das dietas AIN-93 (Padrdo) e Controle (Colesterol) em
9.Kg'

AIN — 93M Controle
Ingredientes 1 2

Amido de milho 465,690 454,690
Caseina 153,400 153,400
Maltodextrina 75,320 75,320
Sacarose 100,000 100,000
Oleo de soja 40,000 40,000
Colesterol cristalino 10,000
Acido cdlico 1,000
Fibra 116,280 116,280
Mistura mineral 35,000 35,000
Mistura vitaminico 10,000 10,000
L-cistina 1,800 1,800
Bitartarato de colina 2,500 2,500
Tetra-butilhidroquinona 0,008 0,008

*Dietas: 1 —dieta padrdo 2 - dieta colesterol

A polpa diluida foi administrada diariamente no periodo da manhd, em
bebedouros plasticos, imediatamente ap0s a retirada da agua e da dieta
remanescente, a qual foi pesada para controle de ingestdo. O procedimento de
retirada da agua e da dieta também foi realizado com os grupos que néo recebiam a
polpa diluida (Padréo e Colesterol), para que estes animais sofressem 0o mesmo
grau de estresse dos demais (PB e CB). Apds a ingestdo da polpa diluida todos os
animais receberam dieta e agua ad libitum. A quantidade de polpa diluida
administrada aos animais foi estabelecida com base no peso médio dos mesmos,
tendo como parametros os observados para humanos, onde, considerando peso
corpéreo médio de 60 kg, o consumo de 200 mL de polpa diluida diarios seriam
suficientes para que se obtivesse o efeito desejado (RODRIGUES, 2003).

No decorrer do experimento foi realizado, diariamente, pesagem da dieta
remanescente com o0 objetivo de monitorar a quantidade diaria de ingestao por

animal. O peso corporal dos animais foi registrado no inicio e ao término do
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experimento para avaliacdo do ganho de peso. Estes dados, além de expressarem o
ganho de peso e a ingestao de dieta por animal, foram utilizados para determinar o
coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA), calculado pela razdo entre o ganho de

peso e a quantidade total de racéo ingerida durante o experimento.

2.3 DETERMINACAO DE LIPIDEOS TOTAIS HEPATICOS E FECAIS

Na determinacdo de lipideos totais fecais, as fezes foram maceradas,
homogeneizadas e desumidificadas em estufa a 50°C por 4 horas, utilizando-se uma
aliquota por grupo. A analise foi realizada seguindo o método de Bligh & Dyer (1959)
para extracdo dos lipideos totais.

Na determinacdo dos lipideos hepaticos totais, 0,5 g das aliquotas ficaram
imersas em 5mL de alcool isopropilico, por 48 horas a 4°C. Logo apds, foram
maceradas seguindo o mesmo protocolo dos lipideos fecais.

As aliguotas pesadas foram transferidas para tubos de ensaio com
capacidade para 70 mL, adicionando-se 10 mL de cloroférmio, 20 mL de metanol e
8mL de agua destilada. A mistura foi agitada em agitador rotativo (homogeneizador
de sangue modelo Phoenix AP 22) por 30 minutos. Apos foi adicionado 10mL de
cloroférmio e 10 mL de solucdo de sulfato de sédio 1,5%, sendo a mistura agitada
vigorosamente por 2 minutos. As camadas formadas foram separadas succionando
e descartando a camada metandlica superior. Apds, a camada inferior foi filtrada em
papel filtro quantitativo, transportando-se o filtrado para um tubo de ensaio com
capacidade para 30 mL. Os 5 mL do filtrado transferindo foram para um béquer de
50mL previamente tarado. O solvente foi evaporado em estufa a 100°C. Os

conteudos totais de lipideos presente foram calculados de acordo com a equacéo 1.

% lipideos totais = peso dos lipideos x 4 x 100 (eq.1)

so da amostra (g)
2.4 AVALIACOES BIOQUIMICAS
Ao final do periodo do experimento (30 dias), com 0s animais em jejum de 12-

14 horas, coletou-se amostras de sangue por meio de punc¢éo da aorta utilizando-se

uma seringa heparinizada. O plasma foi separado apos centrifugacédo a 3.000 rpm
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por 15 minutos, transferido para tubos de Eppendorfs e congelado a -80°C até o
momento das analises.

Apos a retirada da amostra de sangue, o cérebro e o figado foram removidos
e congelados a -80°C até o momento das analises. Ao serem analisados, os figados
dos animais foram lavados com solugdo salina 0,9%, secos em papel filtro e
pesados em balanca de precisdo, utilizando uma aliqguota de 0,5 g para as

quantificacoes.
24.1 DETERMINAC}AO DE COLESTEROL TOTAL SERICO E HEPATICO

O colesterol total sérico (mg.dL™) e hepatico (mg.g™) foram determinados
segundo o método proposto por Haug & Hostimark (1987), e quantificados por
sistema enzimatico (colesterol esterase, colesterol oxidase e peroxidase DOLES

Diagnostica®).
2.4.2 DETERMINACAO DE TRIACILGLICEROL SERICO E HEPATICO

Os triacilgliceréis séricos (mg.dL™) e hepaticos (mg.g™) foram determinados
segundo métodos descritos por Haug & Hostimark (1987) e quantificados por
sistema enzimético (lipase, glicerolquinase, glicerol-3-fosfato oxidase e peroxidase
DOLES Diagnostica®).

2.4.3 DETERMINACAO DO COLESTEROL VLDL SERICO
A concentracdo de VLDL-c foi calculada pela equagéo de Friedewald (Eg.2).

VLDL = TG/5 (eq.2)

2.4.4 DETERMINACAO DO COLESTEROL LDL SERICO
O LDL-c foi estimado pela formula de Friedewald (gq.3).

LDL = CT - HDL — VLDL (eq.3)
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2.5 ENZIMAS ANTIOXIDANTES

A atividade das enzimas antioxidantes foi realizada no figado e no coértex
frontal, sendo a atividade da superéxido dismutase e da catalase padronizadas pela
quantidade de proteina total, determinada pelo método Lowry et al. (1951) usando-

se albumina de soro bovino como padrao.

2.5.1 SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)

A atividade da SOD foi determinada através do método descrito por KLAMT et
al. (2002), quantificada em 60 pg das amostras do cortex frontal e do figado
homogeneizado, as quais foram incubadas em 35 L de tamp&o especifico (pH=5,5)
na presenca de adrenalina a 37°C. A absorbancia foi monitorada por 60s em 480
nm pela taxa de inibicdo da reacéo auto-catalitica adrenocromo, em solug¢édo tampéao
contendo 1 mMm de Madrenaline/50 glicina-NaOH (pH=10.2) / 1 mM catalase. O
resultado foi expresso em U SOD.mg de proteina™ (uma unidade de atividade de
superoxido dismutase foi definida como a quantidade necesséria para reduzir a
velocidade da reagédo em 50%.) .

2.5.2 CATALASE (CAT)

A atividade da CAT foi determinada conforme descrito por AEBI (1984). As
amostras do cortex central e do figado homogeneizado foram incubadas em um
tampéao especifico na presenca de peroxido de hidrogénio. Centrifugou-se 300 uL de
amostra, acrescentando-se 1 mL de tampéo fosfato 14 mM com H,0O, (40uL) & 100
pL do sobrenadante. Absorbéancia foi monitorada por 60 segundos em 240 nm. Os
resultados foram expressos em unidades de atividade de catalase por mg de
proteina (sendo uma unidade definida como a quantidade de enzima que decompde

1 umol de H,O, por minuto por mg de proteina).

2.6 CONTEUDO SULFIDRILA TOTAIS (SH)

O conteudo de tiol total (SH) foi determinado de acordo com método descrito
por ELLMAN (1959) e WENDEL (1981). Volumes de amostras de 100 pL do cortex
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frontal e do figado homogeneizado foram adicionados a uma cubeta contendo
680mL de PBS (pH=7,4), com branco de 20 uL DTNB (2mM), baseado na rea¢cao do
acido 5,5’-ditio-bis-2nitrobenzoico (DTNB) com os grupamentos SH total (tiol
reduzido) de proteinas e outros compostos tidlicos como GSH. Os grupamentos tiois
reduzidos foram marcados com acido ditionitrobenzdico (DTNB). A marcacao foi lida
em espectrofotbmetro a 412 nm. O conteddo de grupamentos sufidril (-SH) n&o-
protéicos foi estimado nas mesmas amostras ap0s a reacao da fracdo sobrenadante

com 20% de TCA. Os resultados foram expressos em pmol SH/mg de proteina.

2.7 TESTE NAO-ENZIMATICO DE DEFESA ANTIOXIDANTE

O teste para a determinagdo da agdo antioxidante total radical-trapping
(TRAP) foi realizado conforme método descrito por GHISELLI et. al. (2000). Pesou-
se 100 pg de proteina do cortex e figado homogeneizado, adicionou-se 4 uL de
tampao glicina (0,1M, pH=8,6) com 2,2'azobis (2-amidinopropane) dihydrochloridate
(AAPH 10mm) e 10pL 5-amino-2,3-dihidro-1,4-phthalazinedione (luminol, 4 mM). A
guimioluminescéncia foi produzida pela reacdo entre os radicais peroxil formados
pela decomposicdo térmica do AAPH e o luminol, sendo diretamente proporcional
aos radicais gerados. Os resultados foram expressos em % de producéo do radical

em relacdo ao sistema.

2.8 DANO OXIDATIVO DE LIPIDEOS

A formacédo de malonaldeido (MDA), um indice de peroxidacao lipidica, foi
avaliada pela quantificagdo com o &acido tiobarbitarico com espécies reativas
(TBARS), como descrito por Esterbauer & Cheeseman (1990). A amostra foi
incubada com 600 pL de TCA 10%, apos centrifugado (10.000xg; 10 min), onde
removeu-se 500 pL do sobrenadante que foi misturado com 500 pL de acido
tiobarbittrico 0,67% (TBA). Apds, a amostra foi aquecida em banho de agua fervente
por 15 minutos TBARS foram determinadas por absorvancia a 532 nm. Os

resultados foram expressos em nmol TMP.mg™ proteina.
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2.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados das avaliagcdes foram analisados estatisticamente através de
andlise de variancia (ANOVA), e as médias foram comparadas pelo teste de Duncan
ao nivel de significancia de 5%, através do programa STATISTICA versao 7.0.

3.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 INDICATIVOS BIOLOGICOS DOS ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Nas Tabelas 3.2. e 3.3 estdo apresentados os resultados (média + desvio
padréao) do peso inicial, peso final, ganho de peso e consumo total de dieta dos ratos

machos Wistar/UFPel, alimentados durante 30 dias com as dietas experimentais.

Tabela 3.2 — Peso corporal inicial e final (g), ganho de peso (g) e consumo diario de
dieta de ratos submetidos a diferentes dietas normolipidicas durante 30 dias

Grupo* Peso Inicial Peso Final Ganho de Peso Consumo
(9) (9) (9) (g/dia)
1-Padréo (P)" 269,30 + 24,84% 360,16 + 12,86 90,86 * 15,85 18,97 + 0,537
2-Bebida (PB*")® 284,50 + 28,502 378,68 + 30,46% 94,18 + 7,13% 20,27 +1,17%
3 -Bebida (PB*?%)® 276,57 + 25,84% 371,97 +33,89" 95,40 + 22,80° 20,37 +1,72°
4 -Bebida(PB"™)* 268,81 + 27,97% 362,86 + 26,86 94,05 + 11,70° 19,24 + 1,67°
5 -Bebida (PBV%)° 270,87 + 23,82° 302,23 + 27,99° 31,37 + 8,65" 15,69 + 2,06"

Os valores representam as médias de 6 repeticdes + desvio padréo; Letras distintas na mesma coluna
indicam diferenca significativa entre as médias pelo teste de Duncan, em nivel de 5% de probabilidade; !
dieta padréo (AIN-93M); *PB**(AIN-93M + 5mL de suco amora-preta na diluicdo de proporcdes de 50%
p/v); 3PBA'Z(AIN-93M+ 5mL de suco amora-preta na diluicdo de proBor(;c”)es de 75% p/v); "PB '1(AIN-93M+
5mL de suco mirtilo na diluicdo de proporcdes de 50% p/v); *PB"?(AIN-93M+ 5mL de suco mirtilo na
diluicdo de proporcdes de 75% p/v).

Segundo De Luca et al. (1996) a quantidade média de racédo para atender as
necessidades nutricionais de ratos situa—se na faixa de 12 a 15 g por dia.
Considerando—se os grupos estudados, apenas o grupo PBM? ingeriu a quantidade
meédia recomendada de racdo, ou seja, 15,69 g por dia, enquanto que os demais

grupos consumiram quantidades superiores, cujo valor médio foi de 19,17 g por dia.
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Tabela 3.3 — Peso corporal inicial e final (g), ganho de peso (g) e consumo diario de racao
de ratos submetidos a diferentes dietas hipercolesterolémicas durante 30 dias

Grupo* Peso Inicial Peso Final Ganho e Peso Consumo
() () () (g/dia)
1—Colesterol (C)* 282,51 + 26,01° 374,55+ 14,42° 92,04 + 16,76 20,37 + 1,72°
2 —Bebida (CB*™)? 282,28 + 19,202 380,23 + 26,21* 97,95+ 14,33* 18,34 + 3,95°
3 —Bebida (CB*?%)* 271,84 + 18,80° 366,53 +18,37° 94,69 + 25,22* 18,30 + 1,69%
4 —Bebida (CB"™)* 279,61 + 34,10° 356,09 + 48,75° 76,48 + 36,16 20,55 + 1,05%
5 —Bebida (CB™?)° 266,64 + 33,20° 342,79 + 30,09° 76,15 + 8,69% 19,78 + 1,31°

Os valores representam as médias de 6 repeticdes + desvio padrdo; Letras distintas na mesma
coluna indicam dlferenga significativa entre as médias pelo teste de Duncan, em nivel de 5% de
probabilidade; ColesteroI(C) (AIN-93M acrescida de 0,1% de acido cdlico e 1% de colesterol
crlstahno (p/p)); cB™ (Colesterol + 5mL de suco amora-preta na diluicdo de proporgdes de 50% V/V&
CB (Colesterol+ 5mL de suco amora-preta na diluicdo de proporgoes de 75% viv);
!(Colesterol+ 5mL de suco mirtilo na diluicio de propor¢des de 50% V/v); *cB™’ (Colesterol+ 5mL de
suco mirtilo na diluicdo de proporc¢des de 75% viv).

No inicio do experimento 0S grupos apresentaram variacdo de peso muito
proxima. Os grupos com dieta sem adicéo de colesterol e com dieta com adi¢éo de
1% colesterol e 0,1% de acido colico demostraram variacbes de peso similares
durante o periodo experimental, com exececdo da dieta com mirtilo a 75% na dieta
normolilipica e das dietas com mirtilo a 50% e 75% na dieta hipercolesterolémicas.

O grupo que consumiu a dieta normolipidica com mirtilo na concentragao de
75% (PB“?) demonstrou menor ganho de peso que os demais, coincidindo com o
menor consumo/dia. Dentre os demais grupos, observou-se inclusive um aumento
no ganho de peso dos ratos que consumiram mirtilo e amora-preta em relacdo a
dieta padréo, mesmo consumido quantidades similares de alimento/dia.

Lamarao & Fialho (2009) sugerem que existe interdependéncia entre a via de
administracdo do polifenol e a reducdo na ingestdo alimentar. Neste sentido, Molan
et al. (2008) ao avaliarem o consumo diario de mirtilo em 30 ratas adultas durante 10
semanas observaram que estes animais reduziram o consumo de dieta entre 6% a
9% ao dia e demonstraram ganho de peso 5% a 10% inferior aos ratos do grupo
controle. No presente estudo os ratos em dieta normolipidica, que receberam a
maior concentracdo de polpa de mirtilo diluida (75%), apresentaram reducdo média
de 17% no consumo alimentar, com uma expressiva redu¢cdo no ganho de peso,

comparando-se ao tratamento padrao que recebeu a dieta e agua ad libitum.
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Na dieta hipercolesterolémica observou-se um menor ganho de peso dos
grupos alimentados tanto com mirtilo a 50% quanto a 75%, mas em ambos 0s
grupos ocorreu 0 consumo de gquantidades similares de dieta/dia. Nao se observouo
mesmo efeito no grupo alimentado com dieta com amora-preta, 0os quais nao
diferiram do controle, tanto no ganho de peso quanto no consumo/dia.

St-Onge (2005) relatou que a inclusédo de alimentos ou o substituicdo de
alimentos habituais por outros que aumentam o gasto energético (EE) ou melhoram
a saciedade pode ser um modo pratico para manter um peso corporal estavel ou
para auxiliar na perda de peso. Embora os mecanismos que fundamentam os efeitos
do extrato de mirtlo na saciedade alimentar, ainda n&o sejam totalmente
compreendidos, estudos de Mei (1992) demonstram que o mirtilo pode estimular
aminoacidos que atuam como receptores no intestino, estes por sua vez
desempenham um papel na inducdo da saciedade, desencadeando a liberacéo de
hormaonios tais como a colecistocinina (CCK) (Mei, 1992).

O coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA), resultado da razdo entre o ganho
de peso total e o consumo total de dieta durante o experimento (30 dias), foi
equivalente para todos os grupos, com excec¢ao do grupo BM-2: Padréo, indicando
semelhanca entre 0os mesmos na conversdo do alimento ingerido e que
provavelmente, o percentual de colesterol adicionado a dieta ndo promoveu o
aumento de peso nos animais, porém a ingestao da polpa de mirtilo, ocasionou uma
reducdo no coeficiente alimentar. A figura 3.1 expressa o coeficiente alimentar apds

30 dias de experimento.

Coeficiente alimentar

m Padrdo

Titulo do Eixo

Controle W Controle
Padrao

BMWI-1

Titulo do Eixo

Figura 3.1- Coeficiente de eficiéncia alimentar de dietas oferecidas a ratos machos Wistar/UFPel
durante 30 dias Série 1 P (AIN-93M) e Série 2 C (AIN-93M -com suplementacdo de 0,1% de acido
célico e 1% de colesterol). n= 6 ratos/grupo. BA-1(amora-preta na diluicdo de propor¢cbes de 50%
p/v), BA-2 (amora-preta na diluicdo de proporcdes de 75% p/v), BM-1(mirtilo na diluicdo de
proporcdes de 50% p/v), BM-2 (mirtilo na diluicdo de propor¢des de 75% p/v).
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3.2 LIPIDEOS TOTAIS: HEPATICOS E FECAIS

Nas Tabelas 3.4 e 3.5 estdo apresentados os resultados (média + desvio
padrdo) dos lipideos hepéticos, fecais (base seca) e peso do figado dos ratos
machos Wistar/UFPel, alimentados durante 30 dias, com dietas experimentais

normolipidicas e hipercolesterolémicas.

Tabela 3.4 — Lipideos totais hepaticos e fecais, peso do figado dos ratos machos
Wistar/lUFPel alimentados durante 30 dias com as dietas normolipidicas
experimentais

Grupo* Figadol Fezes ) Peso do figado
(9.1009 ") (9.100g ) (@)
1-Padréo (P)" 4,79 +0,86° 2,75+ 0,55 11,98 + 1,50°
2-Bebida (PB*™")? 5,67+ 0,852 2,82+ 0,29° 12,88 + 1,592
3 -Bebida (PB*?)* 519 + 0,86 3,14 + 0,25% 12,23+ 2,542
4 -Bebida(PB"™")* 5,76 + 0,74® 2,82+ 0,39° 12,20 + 1,82°
5 -Bebida (PB"?)° 4,67 +0,79* 3,03+ 0,36" 9,62 +1,83"

Os valores representam as meédias de 6 repeticdes + desvio padréo; Letras distintas na mesma coluna
indicam diferenca significativa entre as médias pelo teste de Duncan, em nivel de 5% de probabilidade
(p_0,05);" dieta padrdo (AIN-93M); *PB*'(AIN-93M + 5mL de suco amora-preta na diluicio de
proporcdes de 50% p/v); 3PBA'Z(AIN—93M+ 5mL de suco amora-preta na diluicdo de propor&ﬁes de 75%
piv); “PBY(AIN-93M+ 5mL de suco mirtilo na diluicio de proporcdes de 50% p/v); *PB"%(AIN-93M+
5mL de suco mirtilo na diluicdo de propor¢des de 75% p/v).

Pela tabela 3.4 observa-se comportamento semelhante na quantidade de
gordura armazenada no figado para os grupos que receberam dieta normolipidica.
Entretanto, os grupos que receberam a bebida contendo polpa de amora-preta a
75% e de mirtilo a 75%, apresentaram diferencas significativas estatisticas (p<0,05)
superiores comparando-se o0 controle aos demais grupos, em relacdo ao teor de
lipideos excretados nas fezes. Isto pode ter sido ocasionado pela agdo que
determinados compostos fendlicos exercem sobre o metabolismo lipidico,
aumentando a excrecdo de sais biliares nas fezes (ARAUJO, 2009). De acordo com
Yamamoto et al. (1999) a reducdo do peso hepético ocasionaria menor deposi¢ao
de lipideos no figado, comportamento observado neste estudo através do grupo de
animais que ingeriu racdo com polpa de mirtilo 75%, o qual apresentou menor peso

hepatico.
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Os dados da tabela 3.5 demonstram que o0s grupos que receberam o suco
das polpas de frutas com uma dieta hiperlipidica, demonstraram diferenca signitica
nos teores de lipideos hepaticos, com excecdo do grupo que ingeriu polpa de
amora-preta 50%; a diferenca significativa foi confimada para todos os grupos que
ingeriram polpa na excre¢do de lipideos fecais e no peso do figado. O grupo de
animais que consumiu polpa de mirtilo 75%, apresentou os melhores resultados para

0s parametros analisados.

Tabela 3.5 — Lipideos totais hepaticos e fecais, peso do figado dos ratos machos
Wistar/UFPel alimentados durante 30 dias com as dietas hipercolesterolémicas
experimentais

Grupo* Lipl’deos-Fl'(igado Lipideos—F?zes Peso do figado
(9.100g™) (9.100g9™) (9)
1-Colesterol (C)* 13,21+ 1,59° 7,82 +0,45° 16,09 + 0,96°
2 —Bebida (CB*™)? 12,72+ 1,10% 12,31+ 0,61*° 14,96+ 1,11*"
3 —Bebida (CB"?)* 12,48 + 1,44° 12,78+ 1,59%° 14,66+ 1,40™"
4 —Bebida (CB"™)* 11,04+1,31° 11,12+ 1,54° 14,40 + 3,22%°
5 —Bebida (CB""%)° 8,49+ 0,91° 13,67+ 1,39° 12,98 + 0,89"

Os valores representam as médias de 6 repeticdes + desvio padrdo;Letras distintas na mesma coluna
indicam diferenga significativa entre as médias pelo teste de Duncan, em nivel de 5% de
probabilidade (p<0,05); * Colesterol(C) (AIN-93M acrescida de 0,1% de acido célico e 1% de
colesterol cristalino (p/p)); 2CBA"l(CoIesteroI + 5mL de suco amora-preta na diluicdo de propor¢des de
50% p/v); *CB**(Colesterol + 5mL de suco amora-preta na diluicio de proporgdes de 75% p/v); ‘c™
1(Colesterol + 5mL de suco mirtilo na diluicdo de propor¢des de 50% p/v); °CB b'Z(Colesterol+ 5mL de
suco mirtilo na diluicdo de propor¢6es de 75% p/v).

As dietas ricas em lipideos podem induzir a superproducdo de espécies
reativas de oxigénio na mitocondria, onde o aumento da oxidacdo pode causar
esteatose hepética. Estudos de PIENIZ et al. (2009) também demonstraram o efeito
hepatoprotetor dos polifénois de frutas e hortalicas em ratos machos adultos Wistar,
comportamento semelhante ao evidenciado neste estudo (Tabela 3.5).

Neste estudo observa-se também que as dietas ricas em colesterol induziram
um aumento importante no valor de lipideos no figado, resultado também
encontrado no estudo de Yang e Koo (1997). Segundo Reddy & Rao (2006) o
acumulo de lipideos no figado promove o chamado "figado gorduroso” nos animais.
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A esteatose hepética tem sido alvo de grande interesse e investigacao cientifica,
pois esta diretamente relacionada a epidemia de obesidade.

Comparando-se as tabelas 3.4 e 3.5, observa-se que o efeito das polpas de
amora-preta e de mirtilo, sobre o percentual de ganho/reducdo da gordura no figado,
fezes e peso hepatico, foi mais expressivo em dietas hiperlipidicas.

As figuras 3.3 e 3.4 demonstram que o acumulo de lipideos pode ser
observado pela alteracdo na coloracdo do figado. Os animais dos grupos que
consumiram colesterol, apresentaram coloracéo do figado vermelho amarelado. Os
grupos CB""! e CBM*? diferam significativamente do grupo C, quanto ao teor de
lipideos totais hepaticos e excretados, apresentando figados com coloracéo
vermelho intenso, presentes em figados saldaveis.

De acordo com Raseira & Antunes (2004) os frutos da amoreira-preta, assim
como as demais frutas cuja pelicula é consumida conjuntamente, apresentam teores
de fibra bruta em torno 2%, o que sugere beneficios relacionados a sua ingestédo
como uma possivel regulacdo do trato intestinal. Pode-se observar neste estudo que
0S animais que ingeriram polpa de frutas, provenientes de dietas normolipidicas,
obtiveram excrec¢des de lipideos expressivas somente com polpas de concentracdes
de 75%. Entretato, em dietas hipercolesterolémicas, observou-se diferenca
significativa para o teor de gordura excretada, entre o grupo colesterol e os grupos
gue ingeriram polpas das frutas, tanto a 50% quanto a 75%.

Segundo Helbig (2007), a importancia da excrecdo fecal de lipidios e
colesterol ndo estd somente na contribuicdo da regulacdo dos niveis séricos de
colesterol e fragdes, mas também na prevencgdo de determinadas patologias. Alguns
dos fatores dietéticos mais importantes que parecem predispor a grande incidéncia
de cancer colo-retal sdo os baixos conteudos de ingestdo fibras alimentares e a
ingestao de altos teores de gordura (TSENG et al.,1996; FORMAN et al., 2004).
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Figura 3.2 — Figados dos ratos machos Wistar/UFPel alimentados durante 30 dias. Dieta
Padréo (AIN-93M) PBA'l(AIN—93M + 5mL de suco amora-preta na diluicdo de proporcdes de
50% v/v);PBA'Z(AIN-93M+ 5mL de suco amora-preta na diluicho de propor¢cbes de 75%
viv);PB"*(AIN-93M+ 5mL de suco mirtilo na diluicdo de proporcdes de 50% v/v);PB"(AIN-
93M+ 5mL de suco mirtilo na diluicdo de propor¢des de 75% viv).

Figura 3.3 — Figados dos ratos machos Wistar/UFPel alimentados durante 30 dias. Dieta Colesterol-
C (AIN-93M acrescida de 0,1% de acido célico e 1% de colesterol cristalino (p/p)); CB”**(Colesterol
+ 5mL de suco amora-preta na diluicio de proporcdes de 50% p/v);CB*?(Colesterol+ 5mL de suco
amora-preta na diluiciio de proporcdes de75% p/v);CB™" (Colesterol+ 5mL de suco mirtilo na
diluicdo de proporcdes de 50% viv); CB"?(Colesterol + 5mL de suco mirtilo na diluicio de
proporcdes de 75% p/v).
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3.3 COLESTEROL TOTAL E TRIACILGLICEROL HEPATICO

Na tabela 3.6 estdo apresentados os dados de colesterol total e triacilglicerois
hepaticos, dos ratos machos Wistar, alimentados durante 30 dias com dietas

normolipidicas experimentais.

Tabela 3.6 — Colesterol total e triacilglicerol (mg.dL™) hepaticos dos ratos machos
Wistar/UFPel alimentados durante 30 dias com as dietas normolipidicas
experimentais

Grupo Colesterol total Triacilglic?rol
(mg.dL™) (mg.dL™)
1-Padréo (P)* 17,46 + 1,80° 142,56 + 2,39°
2-Bebida (PB"%)? 26,98 +1,13% 162,41 + 2,60°
3 -Bebida (PB*?)° 24,77 + 2,41%° 142,38 + 2,67°
4 -Bebida(PB")* 22,96 +0,88" 169,87 + 2,51°
5 -Bebida (PBM?)° 17,34 + 1,89° 142,20 + 2,51°

Os valores representam as médias de 6 repeticdes + desvio padréo; Letras distintas ha mesma
coluna indicam diferenca significativa entre as médias pelo teste de Duncan, em nivel de 5% de
probabilidade (p_0,05);" dieta padréo (AIN-93M); 2PBA'l(AIN-93M + 5mL de suco amora-preta
na diluicdo de proporc¢des de 50% p/v); 3PBA'Z(AIN-93M+ 5mL de suco amora-preta na diluicdo
de proporgdes de 75% piv); *PB"(AIN-93M+ 5mL de suco mirtilo na diluicdo de proporcées de
50% p/v); °PB"?(AIN-93M+ 5mL de suco mirtilo na diluicio de proporcées de 75% p/v).

Os dados da tabela 3.6 demonstram comportamento estatisticamente
semelhante entre o padrdo e o0 grupo gue ingeriu a dieta com maior concentracao de
mirtilo (75%) no teor de colesterol total e de triacilglicerol armazenado no figado. No
entanto, 0s grupos que ingeriram as demais dietas com extratos de amora-preta e
de mirtilo apresentaram teores inclusive superiores de colesterol e de triacilglecerais.

Alguns compostos fendlicos demonstraram acdo hipocolesterolémica,
aumentando a excregcdo de &cidos biliares e inibindo a acdo de enzimas com
respostas inflamatérias, reduzindo a absorcdo e ou deposicdo do colesterol no
intestino, figado, rins e cérebro (ARAUJO, 2009; ZIMMERMANN, 2010). No entanto,
com dietas normolipidicas ndo se observaram- efeitos de reducéo do colesterol total
e de triacilglecerois hepaticos em funcdo da ingestdo de amora-preta e de mirtilo,
nas concentragdes utilizadas neste estudo.

Porem observa-se um efeito redutor do colesterol total e do triacilglirerol

hepatico, em dietas hipercolesterolémicas, para todas as dietas contendo a amora-
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preta e o mirtilo. Observa-se os melhores resultados na reduc¢do do colesterol total
NosS grupos que ingeriram polpa de amora-preta, tanto a 50% quanto a 75%; e na
reducao do triacilglecerol hepatico nos grupos que ingeriram polpa de amora-preta a
75%.

Na tabela 3.7 estdo apresentados colesterol total e triacilgliceréis hepéticos,
dos ratos machos Wistar, alimentados durante 30 dias com dietas

hipercolesterolémicas experimentais.

Tabela 3.7 — Colesterol total e triacilglicerol (mg.dL™) hepaticos dos ratos machos
Wistar/UFPel alimentados durante 30 dias com as dietas hipercolesterolémicas
experimentais

Grupo Colesterol total Triacilglicclarol
(mg.dL™) (mg.dL™)
1-Colesterol (C)* 40,46 + 1,80° 274,22 + 2,45°
2 —Bebida (CB*™")? 30,16 + 2,47° 196,84 + 3,45"
3 —Bebida (CB*?%)* 24,83 + 2,62° 160,91 + 2,79°
4 —Bebida (CB"™")* 36,22 + 2,95*" 189,28+ 3,80°
5 —Bebida (CB""?)° 33,33 +2,51°¢ 163,98 + 3,56

Os valores representam as médias de 6 repetigcBes + desvio padrao; Letras distintas na mesma
coluna indicam dlferenga significativa entre as médias pelo teste de Duncan, em nivel de 5% de
probabilidade (p<0, 05) ColesteroI(C) (AIN-93M acrescida de 0,1% de acido célico e 1% de
colesterol crlstallno (p/p)); ‘cB™ (Colesterol + 5mL de suco amora-preta na diluicdo de propor¢des
de 50% p/v); cB™ (Colesterol+ 5mL de suco amora-preta na diluicdo de proporcdes de 75% p/v%
CB (Colesterol+ 5mL de suco mirtilo na diluicdo de propor¢cbes de 50% p/v);
?(Colesterol+ 5mL de suco mirtilo na diluicio de proporcées de 75% p/v).

Trabalhos de Jennings et al. (1988) e Shinick et al. (1990), demonstraram
gue componentes como psyllium, gomas e pectinas séo ricas em fibras solluveis, e
promovem reducado significativa nas concentracdes do colesterol sangiineo e do
figado de ratos. Fibras mistas contendo ambas as fragbes soluveis e insoluveis
(como a soja e o farelo de aveia) apresentam efeito intermediario, enquanto as fibras
em que predomina a fragdo insoltuvel (como o farelo de milho e o farelo de trigo)
possuem um pequeno efeito no nivel do colesterol plasmatico e do figado, em dietas

hipercolesterolémicas.
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3.4 DOSAGENS SOROLOGICAS DE COLESTEROL E TRIACILGLICEROIS

Nas Tabelas 3.8 e 3.9 sdo apresentados as dosagens sorolégicas (mg.dL™)
de colesterol total, HDL-c, LDL-c, VLDL-c e triacilglicer6is dos ratos machos
Wistar/UFPel, alimentados durante 30 dias, com as dietas normolipidicas e

hipercolesterolémicas.

Tabela 3.8 — Dosagem soroldgica de colesterol total e fracdes (mg.dL™) dos ratos
machos Wistar/UFPel, alimentados durante 30 dias com as dietas experimentais

Perfil lipidico Colesterol HDL - ¢ LDL -c VLDL -c Triacilglicerol
(mg.dL™) (mg.dL™) (mg.dL™) (mg.dL™) (mg.dL™) (mg.dL™)

1-Padréo (P)* 73,16 +1,86*° 31,54+156° 22,57 +3,40° 19,06+0,34° 9530+ 1,69
2-Bebida (PB*')* 76,49+ 1,092  31,48+2,08° 23,33+295" 21,68+0,22" 108,39 +1,10°
3 -Bebida (PB*%)® 73,46 + 4,68*° 3578+2,37° 16,40+ 7,52*° 21,27+0,73* 106,37 + 3,65%
4 -Bebida(PB"™)* 72,28 +1,56™ 37,64 +576*" 1549+4,60™ 19,15+0,51° 95,74+256"

5 -Bebida (PB"%)°69,03 + 1,72° 4210+2,78% 11,13+1,74° 1579+0,47° 78,96 + 2,36°

Os valores representam as médias de 6 repeticdes + desvio padréo; Letras distintas ha mesma indicam
diferenca significativa entre as médias /Pelo teste de Duncan, em nivel de 5% de probabilidade
(p_0,05);" dieta padrdo (AIN-93M); ’PB 1(AIN-93M + 5mL de suco amora-preta na diluicio de
proporcdes de 50% p/v); 3PBA’z(AIN-93M+ 5mL de suco amora-preta na diluicdo de propor&ées de 75%
p/v); “PB"(AIN-93M+ 5mL de suco mirtilo na diluicio de proporcdes de 50% p/v); >PB"%(AIN-93M+
5mL de suco mirtilo na diluicdo de propor¢des de 75% p/v).

Quanto ao perfil lipidico dos ratos submetidos a dieta normolipidica, os niveis
séricos de triacilgliceréis mantiveram-se dentro da faixa apresentada por Harkness&
Vagner (82 mg.dL™). Observa-se que o grupo com mirtilo a 75% (PB™?,
apresentaram o menor valor de Triacilglicerol, diferindo significativamente do grupo
P. Valores maiores foram preconizados pelo Centro de Bioterismo da FMUSP
(110mg.dL™). N&o foi observada diferenca significativa no colesterol total sérico,
entre 0s grupos e o grupo P, dos ratos alimentados com dietas normalipidicas;
exceto, novamente para o grupo alimentado com mirtilo a 75% (PB™?), o qual
demonstrou a menor média do colesterol total sérico. Comparando-se com o0s
resultados obtidos pelo Centro de Bioterismo da FMUSP (2008) (98,9mg.dL™) e pela
Canadian Councilpon Animal Care (1993) (42,8 mg.dL™), ressaltam-se valores
discrepantes. O valor do HDL-colesterol do grupo PB™? foi superior aos demais

grupos, porém semelhante aos relatados por Dantas et al.(2006) (48 mg.dL™).
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Os mecanismos de agdo pelos quais os fitoesterois reduzem a absorcao do
colesterol ainda ndo s&o completamente conhecidos (LOTTENBERG, 2009).
Comportamento este evidenciado no presente estudo, através da avaliacéo
sorologica do colesterol total, HDL-c, LDL-c, VLDL-c e triacilglicerol, onde observou-
se um aumento significativo no teor o VLDL e triacilglicerol, do grupo que ingeriu
polpa de amora-preta 50% e 75%, com dieta normolipidicas; entretanto
comportamento oposto foi demonstrado pelo grupo que ingeriu polpa de mirtilo 75%.

Portanto, pelos valores inferiores apresentados nas analises soroldgicas do
colesterol total, LDL-c, VLDL-c e para o triacilglicerol; e os vaores superiores
apresentados em relacdo ao conteudo de HDL-c, observou-se resultado que a
alimentacdo com mirtilo a 75%, sugere um efeito protetor no organismo de ratos
Wistar, induzindo a sua possivel protecdo contra doencas cardiovasculares em dieta

normolipidica.

Tabela 3.9 — Dosagem soroldgica de colesterol total e fracdes (mg.dL™) dos ratos
machos Wistar/UFPel, alimentados durante 30 dias com as dietas experimentais

Perfil lipidico Colesterol HDL - ¢ LDL -c VLDL —c Triacilglicerol
(mg.dL™) (mg.dL™) (mg.dL™) (mg.dL™) (mg.dL™) (mg.dL™)

1-Colesterol (C)* 93,91 +255% 27,89 +2,39° 46,72 +4,04° 19,31+0,20° 96,53 + 1,00
2 —Bebida (CB*")* 88,45+2,92° 2876+216° 4154+538" 1815+0,72° 90,73 +3,60°
3 —Bebida (CB*?)® 84,68 +1,22°° 36,71+1,64° 32,16+1,77° 1581+0,48° 79,05+ 2,42°
4 —Bebida (CB"™)* 86,28 +0,80”° 39,98+1,89° 31,34+296° 1528+0,65° 76,40 + 3,23°

5 —Bebida (CBY?)" 82,98 +4,54° 46,51+0,84*° 2250+4,90° 13,97 +0,40° 69,83 +1,99°

Os valores representam as médias de 6 repeticdes + desvio padrdo; Letras distintas ha mesma
coluna indicam diferenga significativa entre as médias pelo teste de Duncan, em nivel de 5% de
probabilidade (p<0,05); * Colesterol(C) (AIN-93M acrescida de 0,1% de &cido célico e 1% de
colesterol cristalino (p/p)); 2CBA'l(CoIesteroI + 5mL de suco amora-preta na diluicdo de propor¢des de
50% p/v); 3CBA'Z(CoIesteroI+ 5mL de suco amora-preta na diluicdo de progorgc")es de 75% p/v); ‘cB™
!(Colesterol+ 5mL de suco mirtilo na diluicio de proporcées de 50% p/v); CBMb'Z(CoIesteroH 5mL de
suco mirtilo na diluicdo de propor¢Bes de 75% p/v).

O colesterol total foi avaliado no soro dos ratos que receberam dieta
hipercolesterolémica (tabela 3.9), onde se observou que todos os grupos em gque foi
adicionado polpa de amora-preta (exceto a dieta com amora-preta a 50%) e de
mirtilo, apresentaram uma reducao significativa do teor de colesterol total sérico em

relacdo ao grupo controle (C), atingindo reducdes de até 11,63%.
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Segundo Chanandiri et al. (2005), os antioxidantes naturais, como 0s
polifendis podem ser usados para correcdo efetiva de indices elevados de colesterol
total e de triacilglicer6is no sangue. Oliveira et al. (2002) estudaram o efeito dos
flavondides quercetina e rutina (na dose de 5mg/dia) sobre os niveis de colesterol
total de ratos machos hiperlipidémicos, e verificaram uma reducdo de 56,4% nos
ratos que ingeriram quercetina e de 55% nos ratos que ingeriram rutina, no teor de
colesterol sanguineo.

O efeito benéfico relacionado a produtos que contem compostos fendlicos
também foi relatado por Cherem et al. (2007) em estudo realizado com cobaias
submetidas a dieta hiperlipidica, com e sem a adicdo de casca da berinjela rica em
compostos antocianicos. Os autores verificaram reducdo nos niveis de colesterol
total e LDL-c, em torno de 45 e 54%, respectivamente, nos grupos submetidos a
dieta hiperlipidica + casca de berinjela; no entanto, os autores ndo observaram efeito
positivo sobre os niveis de triacilglicerais.

Ribeiro et al. (2004) avaliaram a capacidade das antocianinas da uva em
atuar sobre os constituintes plasmaticos de coelhos saudaveis, e verificaram uma
reducdo de 17,38% nos niveis de colesterol total nos animais tratados com estes
compostos.

Estudos realizados com ratos hipercolesterolémicos tratados com extrato de
mirtilo demonstram reducéo sérica nos niveis de LDL- ¢ na ordem de 46%, e no
aumento de HDL- ¢ em cerca de 10% (COFFY, 2008). No presente estudo
observou-se uma reducéo significativa nos teores de LDL-c (exceto na dieta com
amora-preta a 50%), VLDL-c e triacilglicerois; e um aumento significativo no teor de
HDL-c, para todas as dietas contendo polpa de amora-preta e de mirtilo. Os maiores
efeitos foram observados em ratos que ingeriram dietas contendo polpa de mirtilo a
75%.

A reducao seérica nos niveis de LDL- c atingiu até 51,84% em ratos que
consumiram a racdo com polpa de mirtilo a 75% e de 31,16% para os ratos que
consumiram a ragdo com polpa de amora-preta a 75%. O aumento de HDL- c foi na
ordem de 40,03% para o consumo de polpa de mirtilo a 75% e de 24,02% para o
consumo de polpa de amora-preta a 75%. O teor de triacilgliceridio nos ratos
demonstrou reducao de 27,66% (dieta com polpa de mirtilo a 75%) e de 18,11%

(racdo com polpa de amora-preta a 75%). Estes resultados comprovam a atuacao
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favoravel das polpas de frutas vermelhas no perfil de lipidicos séricos em ratos
Wistar.

A relacdo HDL/LDL é comumente calculada para avaliar o risco de doencas
coronarianas. De acordo com relatos mencionados por Ho et al. (2003), a elevada
concentracdo de LDL-c evidencia processos aterogénicos, enquanto que alto nivel
de HDL-c tem efeito cardioprotetor. Neste estudo as relagbes HDL/LDL foram de
1,42; 1,37; 2,62; 2,68 e de 3,86, para série normolipidica, grupos P, PB**, PB*?
PBM! e PB™? (tabela 3.9), respectivamente. Para série hiperlipidica, as relacées
HDL/LDL foram de 0,60; 0,70; 1,15; 1,29 e de 2,14, para os grupos C, CB**, CB*?,
cBM! e cBM? (tabela 8), respectivamente. O aumento da relacdo HDL/LDL dos
grupos P para os grupos C, indicaram influéncia benéfica das polpas de amora-preta
e de mirtilo, tanto em animais normo como em hipercolesterolémicos, pela reducéo
dos indices de LDL-c em ambos 0s grupos, observando-se maior efeito nos grupos
submetidos a dieta normolipidica.

3.5 CONTEUDO SULFIDRILA TOTAIS (SH) E DANO OXIDATIVO DE
LIPIDEOS (TBARS) NO CORTEX CEREBRAL E NO FIGADO

Analisando a tabela 3.10 observa-se que ndo houve diferenca significativa
(p<0,05), entre o tratamento padrao e os tratamentos que ingeriram extrato de polpa
de frutas para as determinacdes de TBARS e SH total, quando os ratos receberam
dietas normolipidicas.

O estresse oxidativo € caracterizado pelo aumento da producdo de
substancias oxidantes e/ou uma reducédo dos niveis de defesa aos antioxidantes do
organismo (LEITAO, 2012). Este é um processo que vem sendo relacionado &
patogénese de algumas condi¢cdes que afetam ndo somente o sistema nervoso
central (SNC), como tambem varios o6Orgaos do animal (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2007).

Os resultados deste estudo demonstraram que n&o ocorreu diferenca
significativa na produgcdo de TBARS e de SH no cortex e figado dos ratos
alimentados com polpa de amora-preta e de mirtlo em relagdo ao tratamento
padrdo, em dietas normolipidicas. No entanto, mesmo ndo ocorrendo diferenca
siginificativa, observou-se os menores valores nos 0rgaos dos ratos alimentados

com polpa de mirtilo a 75% (tratamento PBM?).
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Tabela 3.10 — Dano oxidativo em lipideos (TBARS) e conteudo Sulfidrila Totais (SH)
dos ratos machos Wistar/UFPel, alimentados durante 30 dias com as dietas
normolipidicas

TBARS- SH-cortex TBARS-figado SH- figado
cortex (umol SH. mg (nmol TMP. (umol SH. mg
(nmol TMP. proteina’l) mg proteina’l) proteina’l)
mg proteina’
)
1-Padréo (P)" 1,11 +0,82° 60,77 + 8,65% 0,38+0,17° 110,09 + 38,65%
2-Bebida (PB"")? 1,27 + 0,49° 62,16 + 15,11* 0,42 + 0,20° 98,16 * 25,50%
3 -Bebida (PB*?)° 1,14+ 0,652 58,15 + 19,37% 0,33+ 0,112 98,14 + 14,73%
4 -Bebida(PB")* 1,59 + 0,80% 54,68 + 2,64% 0,25+ 0,10° 95,48 + 13,42%
5 -Bebida (PB"%)° 1,12+ 0,42°  4841+1562° 0,18+0,12° 91,69 + 12,372

Os valores representam as médias de 6 repeticdes + desvio padrdo; Letras distintas na mesma coluna
indicam diferenca significativa entre as médias pelo teste de Duncan, em nivel de 5% de probabilidade
(p_0,05);" dieta padrdo (AIN-93M); 2PBA'l(AIN-93M + 5mL de suco amora-preta na diluicdo de
proporcdes de 50% p/v); 3PBA'Z(AIN-93M+ 5mL de suco amora-preta na diluicdo de propor&ées de 75%
p/v); “PBY(AIN-93M+ 5mL de suco mirtilo na diluicio de proporcdes de 50% p/v); >PB"#(AIN-93M+
5mL de suco mirtilo na diluigdo de propor¢des de 75% p/v).

Analisando a tabela 3.11 observa-se que houve diferenca significativa
(p=<0,05), entre o grupo colesterol e os tratamentos bebida com dieta

hipercolesterolémica para as determinacdes de TBARS e SH total.

Tabela 3.11 — Dano oxidativo em lipideos (TBARS) e conteudo Sulfidrila Totais (SH)
dos ratos machos Wistar/UFPel, alimentados durante 30 dias com as dietas
hipercolesterolémicas

TBARS-cortex SH-cortex TBARS-figado SH- figado
(nmol TMP. (umol SH. mg (nmol TMP. mg (umol SH. mg
mg proteina’™) proteina’™) proteina’™) proteina™)
1—Colesterol (C)* 1,89 +0,65% 64,73 +7,61° 0,84 +0,28° 123,04 + 19,70°
2 —Bebida (CB*™")* 0,63 + 0,06" 58,47 + 12,07% 0,54 + 0,22° 120,44 + 22,37°
3 —Bebida (CB"*?)° 0,64+ 0,18° 53,98 + 14,89*° 0,46+ 0,11° 115,77 + 9,80°
4 —Bebida (CB™™)* 1,07 +0,81° 58,71 + 18,78% 0,25 +0,10° 116,48 + 28,02°
5 —Bebida (CB""%)° 0,78+ 0,30° 41,11 + 9,59° 0,18 +0,12° 115,42 + 27,54°

Os valores representam as médias de 6 repeticdes + desvio padrdo; Letras distintas na mesma
coluna indicam diferenca significativa entre as médias pelo teste de Duncan, em nivel de 5% de
probabilidade (pSO,OS};1 Colesterol(C) (AIN-93M acrescida de 0,1% de acido cdlico e 1% de colesterol
cristalino (p/p)); °CB**(Colesterol + 5mL de suco amora-preta na diluicio de proporcées de 50% p/v);
3cB**(Colesterol+ 5mL de suco amora-preta na diluicdo de proporcdes de 75% p/v); ‘CB™
!(Colesterol+ 5mL de suco mirtilo na diluicio de proporcées de 50% p/v); CBMb'Z(CoIesteroH 5mL de
suco mirtilo na diluicdo de propor¢cdes de 75% p/v).
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Pelas avaliacGes de peroxidacgéo lipidica (TBARS), tanto no cortex quanto no
figado, foi possivel verificar o0 efeito antioxidante da polpa de amora-preta e de
mirtilo, onde ocorreram diferencas significativas (p<0,05) entre o tratamento controle
(com colesterol) com os tratamentos em que foi adicionado as polpas diluidas dos
frutos na dieta hipercolesterolémica.

Um dos fatores relacionados a maior facilidade na determinagéo dos produtos
da oxidacdo no cérebro, se deve po ser um dos 6rgdos mais susceptiveis ao dano
oxidativo, principalmente em funcdo da alta concentracdo de oxigénio, e dos altos
niveis de lipideos insaturados e de metais de transicdo (como ferro) presentes, além
de ser um 6rgdo com grande deficiéncia de mecanismos de defesa antioxidante
(REITER,1995).

O efeito antioxidante evidenciado no cérebro foi relacionado com a presenca
de compostos fendlicos. Heo & Lee (2004) descrevem que o efeito protetor de
quercetina foi superior ao da vitamina C, ao prevenir o efeito de redugcédo da
glutationa e proteger o cérebro do estresse oxidativo induzido por neurotoxicidade,
devido as propriedades estruturais e beneficios fisiologicos da quercetina. Como a
permeabilidade cerebral é controlada por caracteristicas psicoquimicas, como
hidrofobicidade ou lipofilicidade, a quercetina pode entrar em regides cerebrais
beneficiando-se de funcdes antioxidantes e biolégicas, que protegem da
citotoxicidade induzida por radicais livres.

Pouco é conhecido sobre a absorcado, biodistribuicdo e metabolismo dos
flavonoides, em concentracdes normalmente ingeridas na dieta (cerca de 60 a 106
mg.dia” no que concerne a populacéo brasileira) (ARABBI; et al., 2004). Estudo
demonstrou que menos de 1% da quercetina € absorvido no intestino, sendo que
mais de 50% da dose ingerida é degradada pela microbiota colénica, enquanto o
restante é eliminado pelas fezes restando apenas um percentual muito pequeno
para atuar na protecao dos diversos 6rgaos do organismo (DESCHNER, 1992).

A reducdo da peroxidacédo lipidica, através da medida de TBARS, tem sido
bastante utilizada para medir o potencial antioxidante de dietas contendo compostos
fenolicos (LEITAO, 2012). Em estudos com uva, extratos de residuos da vinificac&o,
suco de amora e chalconas (1,3-diaril-2-propen-1-onas), também foram observados
reducbes na incidéncia da peroxidagdo, ou seja, uma reducdo no contetdo de
TBARS, indicando que essas substancias apresentam capacidade antioxidante
(ARAUJO, 2009; LEITAO 2012).
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Leitdo (2012), em estudos com suco de uva administrado em ratos Wistar,
identificou redug&o nos niveis de tidis reduzidos, sendo que sua atividade foi maior
no figado, cortex cerebral e no plasma dos animais, respectivamente, ndo sendo
identificada no sangue. No presente estudo foi observado uma reducao significativa
nos niveis de tidis reduzidos, em relacdo a dieta padrdo, apenas no coértex cerebral
dos ratos que ingeriram polpa de mirtlo a 75%, n&o apresentando diferenca

significativa no figado entre os diferentes grupos de animais.

3.6. POTENCIAL ANTIOXIDANTE TOTAL NAO ENZIMATICO (TRAP) NO
CORTEX CEREBRAL E FIGADO

Pelos dados da tabela 3.12 observa-se que ndo houve diferenca significativa
(p=<0,05), entre o tratamento padrdao com os tratamentos nos quais ocorreram a
adicdo de polpas de amora-preta e mirtilo, nas dietas normolipidicas, nas
determinacdes do potencial antioxidante total (TRAP) no cértex cerebral. No entanto,
comportamento diferenciado foi observado no figado, onde ocorreu uma diferenca
significativa entre o tratamento padrdo com o tratamento em que foi adicionado
polpa de mirtilo a 75%. Nos ratos alimentados com a dieta com mirtilo (PB?)
apresentaram uma reducdo da capacidade antioxidante total, evidenciando que a
polpa do mirtilo, na concentracdo deste estudo, proporcionou uma acao positiva, em
relacdo ao padréo, na capacidade antioxidante total.

A mesma tendéncia foi observada com a dieta hipercolesterolémica (Tabela
3.13).

Para analise da TRAP, o grupo de animais expostos a dieta
hipercolesterolémica mostrou valores maiores em relacdo aos grupos
hipercolesterolémicos com ingestdo de polpa de frutas, revelando diminuicdo da
capacidade antioxidante, no figado dos animais. Com base nesses resultados pode-
se inferir que os componentes antioxidantes da polpa de amora-preta e mirtilo, foram
absorvidos pelo organismo dos animais e reduziram os danos ocasionados pela
ingestao hiperlipidica. Segundo Moura (2009), os compostos fendlicos demonstram
acdo antioxidante in vivo, reduzindo a peroxidacéo lipidica e restauram a capacidade
antioxidante em ratos adultos. Estudos de Garcia-Alonso et al. (2004) atribuem a

capacidade antioxidante das frutas vermelhas, aos flavonoides, em especial, aos
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antocianos, os quais tém demonstrado agirem como quelantes do oxigénio singlete

e triplete, sequestrantes de radicais livres e inibidores enzimaticos.

Tabela 3.12 — Capacidade antioxidante total (TRAP) em ratos machos Wistar/UFPel,
alimentados durante 30 dias com as dietas experimentais normolipidicas

TRAP-cortex TRAP-figado
(% de radicais (% de radicais
formados) formados)

1-Padréo (P)" 60,82 + 7,74° 55,28 + 1,91°
2-Bebida (PB*™")? 59,13 + 6,18% 54,85 + 3,69"
3 -Bebida (PB*?%)* 58,59+ 3,23" 53,86+ 3,972
4 -Bebida(PB"™)* 59,17+ 5,62° 53,89+ 1,572
5 -Bebida (PB"?)° 61,51+ 4,62° 51,14+ 3,27°

Os valores representam as médias de 6 repeti¢cdes + desvio padrdo; Letras distintas na mesma coluna
indicam diferenca significativa entre as médias pelo teste de Duncan, em nivel de 5% de probabilidade
(p_0,05);" dieta padrdo (AIN-93M); 2PBA'l(AIN-93M + 5mL de suco amora-preta na diluicdo de
proporcdes de 50% p/v); 3PBA'Z(AIN-93M+ 5mL de suco amora-preta na diluicdo de propor&ées de 75%
p/v); “PB"(AIN-93M+ 5mL de suco mirtilo na diluicio de proporcdes de 50% p/v); >PB"%(AIN-93M+
5mL de suco mirtilo na diluigdo de propor¢des de 75% p/v).

Tabela 3.13 — Capacidade antioxidante total (% de radicais formados) em ratos
machos Wistar/UFPel, alimentados durante 30 dias com as dietas experimentais
hipercolesterolémicas

TRAP-cortex TRAP-figado
(% de radicais (% de radicais
formados) formados)
1-Colesterol (C)* 58,84 + 4,71% 57,43 + 1,39%
2 —Bebida (CB*™")? 60,93 + 3,63% 54,84+ 3,04*°
3 —Bebida (CB"?)° 63,39 + 5,68° 52,24+ 3,29°
4 —Bebida (CB"™")* 61,15+ 6,94° 53,06+ 3,26"
5 —Bebida (CB""?)° 57,74 + 5,14% 52,41+ 2,45°

Os valores representam as médias de 6 repeticdes + desvio padrdo; Letras distintas na mesma
coluna indicam diferenca significativa entre as médias pelo teste de Duncan, em nivel de 5% de
probabilidade (p<0,05);* Colesterol(C) (AIN-93M acrescida de 0,1% de acido célico e 1% de colesterol
cristalino (p/p)); °CB**(Colesterol + 5mL de suco amora-preta na diluicio de proporcées de 50% p/v);
3cB*?(Colesterol+ 5mL de suco amora-preta na diluicio de proporcdes de 75% piv); ‘cB™
1(Colesterol+ 5mL de suco mirtilo na diluicdo de propor¢des de 50% p/v); CBMb'Z(CoIesteroH 5mL de
suco mirtilo na diluicdo de propor¢Bes de 75% p/v).
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3.7. ATIVIDADES ENZIMATICAS DA SUPEROXIDO-DISMUTASE (SOD) E
CATALASE (CAT) NO CORTEX CEREBRAL E NO FIGADO

Os valores médios das determinacbes das atividades enziméticas da
superéxido-dismutase (SOD) e da catase (CAT) no cortex cerebaral e figado de
ratos Wistar, submetidos a dietas normolipidica e hipercolesterolémica estdo

expostos nas tabelas 3.14 e 3.15.

Tabela 3.14 — Atividades enzimaticas da Superoxido-dismutase (SOD) e Catalase
(CAT) no cortex cerebral e no figado dos ratos machos Wistar/UFPel, alimentados
durante 30 dias com as dietas experimentais normolipidicas

CAT- cortex SOD - CAT- SOD - figado

(unidade cortex(uni figado(unidade (unidade

CAT. mg dade SOD. CAT. mg SOD. mg

proteina™) mg proteina™) proteina™)

proteina™)

1-Padréo (P)" 2,25+0,35°  40,91+2,22" 161,51+4321° 170,51 +52,94°
2-Bebida (PB*™")? 2,08+1,02*  40,11+3,01* 166,75+ 36,25° 156,76 + 68,11%
3 -Bebida (PB*?%)* 2,56+ 0,50° 41,12+ 2,94* 168,47 +64,01° 157,24 + 27,48
4 -Bebida(PB"™")* 2,40 +0,97% 40,04 +1,81* 201,38 +24,16*° 164,14 + 55,94%
5 -Bebida (PB"%)° 2,78+ 0,81 40,25+ 1,22*° 235,28 +58,54* 166,19 + 49,83%

Os valores representam as médias de 6 repeticdes + desvio padrdo; Letras distintas na mesma coluna
indicam diferenca significativa entre as médias pelo teste de Duncan, em nivel de 5% de probabilidade
(p_0,05);" dieta padrdo (AIN-93M); 2PBA'l(AIN-93M + 5mL de suco amora-preta na diluicdo de
proporcdes de 50% p/v); 3PBA’z(AIN-93M+ 5mL de suco amora-preta na diluicdo de propor&ées de 75%
p/v); “PB"(AIN-93M+ 5mL de suco mirtilo na diluicio de proporces de 50% p/v); >PB"%(AIN-93M+
5mL de suco mirtilo na diluigdo de propor¢des de 75% p/v).

Constatou-se que apenas nos figados dos animais que ingeriram polpa de
mirtilo a 75% (PB™?) ocorreu um aumento significativo nos niveis da atividade da
catalase (CAT), quando comparados com o padrdao (P), na dieta normolipidica.
Rodrigues et al. (2003), utilizando 12 ratos em estudo para avaliar o efeito do
flavanoide rutina, observaram uma elevagdo significativa na enzima antioxidante
SOD. Meirelles (2011), em estudo comsuplementag¢ao de suco de mirtilo em ciclistas
treinados, tambem observou um aumento significativo no grupo suplementado com
mirtilo, apenas na atividade da enzima catalase sérica, no pré exercicio.

Observou-se que ocorreu um aumento enzimatico significativo na expressao
da catalase nos tecidos do coértex cerebral e hepaticos, nos ratos que foram

alimentados com dieta hipercolesterolémica concomitantemente com a ingesta de
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polpa das frutas vermelhas (amora-preta e mirtilo), exceto para a dieta com polpa de
amora-preta a 50%, diferindo dos ratos que somente consumiram a dieta controle
(C). Leitdo (2012) evidenciou a acao das enzimas de defesas antioxidantes
avaliadas no cortex cerebral, figado e sangue, de ratos Wistar machos, que
consumiram suco de uva. Estes dados suportam a hipotese de que dietas ricas em
colesterol e pobres em antioxidantes contribuem para um aumento da
lipoperoxidacado, exarcebando as espécies reativas de oxigénio, conseqientemente
inibindo a atividade das enzimas antioxidantes (ISHIMOTO, 2008).

Tabela 3.15 — Atividades enzimaticas da Superéxido-Dismutase (SOD) e Catalase
(CAT) no cortex cerebral e no figado dos ratos machos Wistar/UFPel, alimentados
durante 30 dias com as dietas experimentais hipercolesterolémicas

CAT- cortex SOD - CAT- SOD - figado
(unidade cortex(unida figado(unidade (unidade SOD.
CAT. mg de SOD. mg CAT. mg mg proteina’l)
proteina™) proteina™) proteina’™)
1-Colesterol (C)* 1,17 £0,54° 38,41 +2,12° 141,66 + 28,91° 139,16 * 33,977
2 —Bebida (CB*™)? 2,41+0,58% 39,79 +1,95 150,69+26,33"° 179,16 + 33,97%
3 —Bebida (CB*?)* 2,71+ 0,50° 39,91 +7,49° 202,29+ 42,79 174,02+ 26,02°
14 —Bebida (CB™™)* 2,06 +0,73% 38,22+4,79*° 188,92+ 43,05*° 172,82+ 65,54°
5 —Bebida (CB™"?)° 2,10+0,41* 37,25+2,23* 205,29+ 37,36 181,52+ 51,89°

Os valores representam as médias de 6 repeticdes + desvio padrao; Letras distintas na mesma coluna
indicam diferenca significativa entre as médias pelo teste de Duncan, em nivel de 5% de probabilidade
(p50,05);l Colesterol(C) (AIN-93M acrescida de 0,1% de acido célico e 1% de colesterol cristalino
p/p)); *CB**(Colesterol + 5mL de suco amora-preta na diluicio de proporcdes de 50% piv); *CB*™
(Colesterol+ 5mL de suco amora-preta na diluicio de proporcdes de 75% p/v); “CBM*(Colesterol+
5mL de suco mirtilo na diluicio de proporcdes de 50% p/v); °CB" 'Z(Colesterol+ 5mL de suco mirtilo na
diluicdo de proporcdes de 75% p/v).

Ishimoto (2008), em pesquisa com extratos de residuos de vinhos, observou
que ndo houve grandes diferencas na atividade das enzimas catalase, superoxido
dismutase e glutationaperoxidase, porém observou uma tendéncia de aumento na
atividade das mesmas. Este resultado levou o autor a inferir que a concentragcédo dos
compostos fendlicos (potentes antioxidantes) presentes nos extratos fossem os
responsaveis por este aumento, tendo em vista que 0s extratos com maior
concentracdo em compostos fenodlicos foram os que se diferenciaram. Outros
pesquisadores comprovaram o0 aumento da atividade enzimatica em modelo animal
(roedores), utilizando sucos da uva ou de outros vegetais, 0S quais Sao ricos em
antioxidantes (MARTINELLO, 2006; ISHIMOTO, 2008).
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4.0 CONCLUSOES

Polpas de amora-preta (Rubus ssp.) e de mirtilo (Vaccinium sp.) adicionadas
em dietas experimentais apresentaram diferencas aos efeitos biolégicos em ratos
Wistar.

A polpa de mirtilo nas dietas foi eficaz na redugéo do consumo alimentar e na
perda de peso em ratos submetidos a uma dieta normolipidica.

A polpa de mirtilo em dietas hipercolesterolémicas, promoveu maior excre¢cao
de lipideos fecais, menor acumulo de lipideos hepéticos, e proporcionou figados
com menores pesos e com coloracdo vermelha intenso em ratos Wistar.

Ocorreu uma reducédo significativa, no grupo de 75% de amora-preta e 75%
de mirtilo, nos niveis de triacilglicerol hepatico nos animais que ingeriram polpas de
ambas as frutas.

A polpa de mirtilo adionada a dieta apresentou efeito redutor sobre os niveis
séricos de triacilglicerdis, colesterol total, colesterol-LDL e colesterol-VLDL, em ratos
Wistar, tanto na dieta normolipidica quanto na hipercolesterolémica. Do mesmo
modo, a adi¢cdo de polpas de amora-preta e de mirtilo nas dietas foram capazes de
reduzir a iniciacdo das reacdes de peroxidacéo lipidica, comprovando seu potencial
antioxidante em sistemas in vivo, nos tecidos do cortex cerebral e hepaticos de ratos

wistar.
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4.1 CONSIDERACOES FINAIS

Como regra geral observou-se, o consumo de dieta com polpa de mirtilo na
proporcdo de 75%, induziu melhores resultados nas avaliacbes dos diferentes
parametros estudados em ratos Wistar.

Resultados similares foram observados no grupo de animais alimentados com
racdes contendo amora-preta a 75% e com polpa de mirtilo a 50%; e resultados
menos expressivos foram observados no grupo de animais que consumiram dieta
com polpa de amora-preta a 50%.

Relacionando o conteudo de fitoquimicos das polpas (capitulo Il), observa-se
gque a polpa de mirtilo a 75% apresenta maior conteludo total de fendis, de
antocianinas e de acido L-ascorbico, que as polpas de mirtilo a 50% e das polpas de
amora-preta a 50% e 75%.

As polpas de mirtilo a 50% apresentaram conteudos destes fitoquimicos muito
similares as polpas de amora-preta a 75%; e as polpas de amora-preta a 50%
apresentaram conteudos inferiores as demais.

No entanto, ambas as polpas de mirtilo apresentaram contetdos inferiores de
acido L-ascorbico e de tocoferéis, que ambas as polpas de amora-preta.

Com isto, pode-se induzir que os melhores efeitos apresentados em ratos que
consumiram dietas com polpa de mirtilo e amora-preta estdo relacionados aos
maiores conteudos do total de compostos fendlicos, antocianicos e de &cido L-

ascorbico.
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ANEXOS

ANEXO 01

Aprovacdo da Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA — UFPEI), em

reunido realizada no dia 07 de maio de 2009.

UFPel

eA”

Comizso da 100 am DOrEnasss Ama

Pelotas, 07 de maio de 2009,

De: Prof, Dr. Francisco Augusto Burkert Del Pino
Pres. da Comissdo de Etica ¢ Experimentagdio Animal (CEEA)

Para: Prof. Dr. Rui Zambiazi

Departamento de Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos

Senhor Professor:

A CEEA analisou o projeto de pesquisa intitulado “Poder antioxidante de
extratos de amora-preta (Rubus sp.) e de mirtilo (Vaccinium sp.) em ratos wistar,
processo n° 23110.000491/2009-93 sendo de parecer FAVORAVEL a sua execugio
considerando ser o assunto pertinente ¢ & metodologia compativel com os principios
éticos em experimentagfio animal ¢ com os objetivos propostos.

Solicitamos que apds tomar conhecimento do parecer reenviar o processo a
CEEA.

OBS: Informamos que duas copias deste parecer estdo anexadas ao processo. Uma

copia destinada ao coordenador do projeto e a outra deverd permanecer junto ao mesmo.
Atenciosamente,

fp—

= e ﬂé__  —
Prof. Dr. F'énti%’o'ﬁigusxo Burkert Del Pino

Presidente da CEEA
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