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Resumo

Camargo, Taiane Mota. Morango (Fragaria x ananassa), amora-preta (Rubus spp.)
e mirtilo (Vaccinium ashei Reade): caracterizacdo quimica, atividade antioxidante
e acado sobre as enzimas digestivas alfa-glicosidase e alfa-amilase em dois ciclos
produtivos das frutiferas. 2019. 94 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos) - Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
20109.

Segundo a Organiza¢do Mundial da Saude, a Diabetes mellitus € uma doenca crbnica
nao-transmissivel, que no ano de 2014 ja atingia 422 milhdes de pessoas em todo o
mundo, com tendéncia de crescimento. Dentre as estratégias de tratamento da doenca
esta a utilizacdo de inibidores de enzimas digestivas (alfa-glicosidase e alfa- amilase),
responsaveis pelo metabolismo de carboidratos. Este estudo foi dividido em trés
capitulos, com dois artigos inseridos. O primeiro artigo € uma revisao bibliografica que
aborda a composicdo quimica e as atividades biolégicas relatadas na literatura de
morango, amora-preta e mirtilo. O segundo artigo aborda um experimento em dois ciclos
produtivos (2016 e 2017), onde foram caracterizados dois gendtipos de morango
(Camarosa e acesso 2011-6011), dois gendtipos de amora-preta (Tupy e Xingu) e um
genotipo de mirtilo (O’Neal). As variaveis analisadas foram: acidez, pH, sélidos soluveis,
umidade, cinzas, lipidios, fibras, compostos fendlicos, antocianinas, flavonoides,
atividade antioxidante (DPPH, hidroxila e oxido nitrico), inibicdo de alfa- glicosidase e
inibicdo de alfa-amilase. Dentre os resultados destacam-se: (1) a concentracdo de
compostos fendlicos totais foi maior nas frutas do ciclo produtivo de 2016, a excecao da
amora-preta do gendtipo Xingu. (2) No ciclo produtivo de 2016 a concentracdo de
antocianinas foi maior na amora-preta (Tupy e Xingu) e no mirtilo (O’Neal), entretanto,
no ciclo produtivo de 2017, os dois genétipos de morango apresentaram maiores
concentracfes de antocianina. (3) Em todos os gendtipos, a excecéo do genotipo Tupy
de amora-preta, a concentracdo de flavonoides foi mais elevada no ciclo produtivo de
2017. (4) Todos os genotipos atingiram IC2s para a enzima alfa-amilase e 1Cso para a
enzima alfa-glicosidase, com destaque para a amora preta do genétipo Tupy, do ciclo
produtivo 2017, que resultou em inibicdo 7 vezes maior do que o controle positivo
(acarbose) para a enzima alfa-amilase, e no menor ICso para a alfa-glicosidase dentre
0s genotipos testados, sendo que o controle positivo quercetina (0,5 mg/mL a 500,0
mg/mL) n&o inibiu a alfa-glicosidase. A excecdo do genétipo 2011-6011 de morango,
todos os demais foram capazes de capturar 50 % dos radicais livres testados, ao
contrario da acarbose, que ndo capturou nenhum dos radicais, e a quercetina que
capturou apenas o DPPH. Em concluséo, os resultados demonstram que 0s genotipos
testados de morango, amora-preta e mirtilo possuem potencial de uso no tratamento e
prevencao da diabete, além de possuirem atividade antioxidante.

Palavras-chave: frutas vermelhas, Diabetes mellitus, compostos fendlicos.



Abstract
Camargo, Taiane Mota. Strawberry (Fragaria x ananassa), blackberry (Rubus spp.)
And blueberry (Vaccinium ashei Reade): chemical characterization, antioxidant
activity and action on the digestive enzymes alpha-glycosidase and alpha-amylase
in two productive cycles of fruit. 2019. 94 p. Dissertation (Master in Food Science and
Technology) - Graduate Program in Food Science and Technology, Faculty of Agronomy
Eliseu Maciel, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2019.

Diabetes mellitus is a non-transmissible chronic disease, which by the year 2014 has
reached 422 million people worldwide, with a growing trend. Among the strategies to treat
this disease is the use of inhibitors of digestive enzymes (alpha-glucosidase and alpha-
amylase), responsible for the metabolism of carbohydrates. This study was divided into
three chapters, with two articles inserted. The first article is a review that addresses the
chemical composition and biological activities reported in the strawberry, blackberry and
blueberry. The second article discusses an experiment in two productive cycles (2016
and 2017), where two strawberry genotypes (Camarosa and access 2011-6011), two
blackberry (Tupy and Xingu) genotypes and one blueberry genotype (O"Neal). The
variables analyzed were acidity, pH, soluble solids, moisture, ashes, lipids, fibers,
phenolic compounds, anthocyanins, flavonoids, antioxidant activity (DPPH, hydroxyl and
nitric oxide), inhibition of alpha-glucosidase and inhibition of alpha- amylase. Among the
results, we highlight: (1) the concentration of phenolic compounds was higher in the
genotypes of the productive cycle of 2016, except for blackberry Xingu genotype. (2) In
the production cycle of 2016 anthocyanins concentration was higher in blackberry (Tupy
and Xingu) and blueberry (O'Neal), however, in the productive cycle of 2017, the two
strawberry genotypes showed higher concentrations of anthocyanin. (3) In all genotypes,
with the exception of the blackberry Tupy genotype, the concentration of flavonoids was
highest in the production cycle of 2017. (4) All genotypes reached IC2s for the enzyme
alpha-amylase and IC50 for the enzyme alpha-glycosidase. Remarkably, in the
production cycle 2017, the blackberry Tupy genotype resulted in inhibition 7 times higher
than the positive control (acarbose) for the alpha-amylase enzyme, and in the lowest IC50
for alpha-glucosidase among the testes genotypes. Interestingly, acarbose (0.5 mg / mL
to 500.0 mg / mL) did not inhibit alpha-glucosidase. With the exception of the strawberry
genotype 2011-6011, all the others genotypes were able to capture 50 % of the free
radicals tested, unlike acarbose, which did not capture any of the radicals, and quercetin
that only captured DPPH. In conclusion, the results demonstrate that the tested
strawberry, blackberry and blueberry genotypes have potential for use in the treatment
and prevention of diabetes, besides having antioxidant activity.

Key words: red fruits, Diabetes mellitus, phenolic compounds.
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1. INTRODUCAO

Diabetes mellitus (DM) é classificada como uma doenca crénica ndo- transmissivel,
caracterizada por hiperglicemia resultante de defeitos na secrecéo e/ou agéo da insulina.
Nas ultimas décadas, o DM tem se tornado um sério e crescente problema de saulde
publica, devido ao aumento de sua prevaléncia. O Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é a
forma da doenca prevalente, atingindo 300 milhdes de individuos no mundo. Cerca de
20% dos adultos entre 65 e 76 anos ja possuem diagnostico de DM2. No Brasil, 9,7% das
pessoas com mais de 35 anos sao diabéticas (Cobas et al., 2010; De Oliveira et al., 2012).

Um dos mecanismos de atuacdo para o controle da DM, é a inibicdo de enzimas
digestivas, como a alfa-glicosidase e alfa-amilase. Estas enzimas atuam no sistema
digestdrio, hidrolisando o amido e liberando glicose e oligossacarideos. A inibicdo pode
retardar e prolongar o tempo de digestao de carboidratos, reduzindo assim, a quantidade
de glicose absorvida, e, consequentemente, o aumento brusco da glicemia pés-prandial
(aumento do nivel de glicose no sangue apos as refeicdes). Os inibidores de glicosidases
sdo exemplos de antidiabéticos orais (Yamagishi et al., 2009; Sales et al., 2012). A
acarbose € um exemplo de inibidor da alfa-glucosidase, pois diminui as chances de
pacientes com problemas de intolerancia a glicose tornarem-se diabéticos (Cheng et al.,
2004). Em contraponto, o uso deste medicamento causa efeitos adversos e indesejaveis,
como flatuléncia, dor abdominal e diarreia durante sua administracdo (Weinert et al.,
2015). Assim, a busca por compostos antidiabéticos naturalmente presentes em frutas e
hortalicas, que ndo desencadeiem efeitos colaterais, tem sido alvo de muitos estudos
nos ultimos anos.

Atualmente, sabe-se que um denominador comum na patogénese da maioria das
doencas cronicas é a ocorréncia do estresse oxidativo, que é ocasionado pelo
desequilibrio na producdo de ERO’s (espécies reativas de oxigénio) e sua eliminagao.
Paralelamente, um crescente numero de estudos epidemiolégicos sugere uma
associacao consistente entre o consumo de dietas a base de plantas e uma menor
incidéncia de varias patologias crbnicas. Ha evidéncias convincentes de que a ingestao
de compostos antioxidantes, como os compostos fendlicos, contidos alimentos de origem
vegetal, desempenham um papel sinérgico e cumulativo na promocéo da saude (Tulipani
et al., 2011).

As peguenas frutas estao dentre os alimentos mais ricos em compostos fendlicos e

atraem muita ateng&o devido ao seu potencial para prevenir e tratar patologias de
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homens e de animais. Uma grande variedade de fendlicos pode ser detectada em
pequenas frutas, especialmente flavonois. Estes compostos sao responsaveis pela alta
capacidade de eliminacao de radicais livres, medida por ensaios in vitro e in vivo (Veberic
et al., 2014). Pertencentes ao grupo de pequenas frutas, estdo o morango (Fragaria x
ananassa), a amora-preta (Rubus spp.) e o mirtilo (Vaccinium ashei Reade).

O morango, pertencente a familia Rosaceae, € uma das frutas mais valorizadas
devido ao conteudo de vitaminas e minerais, e caracteristicas sensoriais, como sabor e
aroma. Sao ricos em vitamina C, fibras, minerais, e acidos organicos. A amora-preta,
também da familia Rosaceae, € rica em acgucares e acidos organicos. Possuem
coloragao intensa, quase negra, devido a sua composi¢ao, destacando-se o elevado teor
de antocianinas. O mirtilo pertence a familia Ericaceae, e é fonte de carboidratos,
vitaminas e minerais, além de ser uma boa fonte de fibras. E rico em compostos
fendlicos, sendo que seus beneficios para a saude humana receberam muita atenc&o nos
ultimos anos devido a presenca destes compostos bioativos (Peinado, etal., 2012; Veberic
et al., 2014; Shi et al., 2017).

Assim, 0 objetivo deste estudo foi caracterizar os genoétipos de pequenas frutas
morango, amora-preta e mirtilo quanto a composicdo quimica, atividade antioxidante
frente a diferentes radicais livres e capacidade de inibicdo das enzimas digestivas alfa-

glicosidase e alfa-amilase.

1.1 Hipoteses

o As caracteristicas quimicas das pequenas frutas morango, amora-preta e
mirtilo variam significativamente de acordo com o ciclo produtivo analisado;

o Os extratos de morango, amora-preta e mirtilo capturam diferentes radicais
livres, possuindo, portanto, atividade antioxidante.

o Os extratos de morango, amora-preta e mirtilo inibem distintamente as enzimas

digestivas alfa-glicosidase e alfa-amilase.

1.2 Objetivos
1.2.1  Objetivo geral
Determinar as caracteristicas quimicas, composicdo fitoquimica, capacidade

antioxidante frente a radicais livres e potencial de inibicdo das enzimas digestivas
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alfa-glicosidase e alfa-amilase em pequenas frutas: dois genoétipos de morango
(Fragaria x ananassa), dois genotipos de amora-preta (Rubus spp.) e um genotipo de
mirtilo (Vaccinium ashei Reade); em dois ciclos produtivos.

1.2.2  Objetivos especificos

o Caracterizar os gen6tipos quanto composi¢cdo quimica, incluindo compostos
fendlicos totais, antocianinas totais e flavonoides totais.

o Determinar a atividade antioxidante dos genotipos pelos métodos de captura
dos radicais DPPH, hidroxila e éxido nitrico.

o Determinar o potencial inibitorio dos extratos dos genétipos sobre as enzimas

digestivas alfa-glicosidase e alfa-amilase in vitro.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Pequenas frutas

Pequenas frutas representam um grupo muito diversificado, incluindo uma
variedade de frutas vermelhas, azuis ou roxas de tamanho pequeno e altamente
pereciveis. Também chamado de frutas moles, este grupo inclui uva, morango,
groselha, amora, framboesa, mirtilo, araca, pitanga, fisalis, guabiroba, butia, uvaia,
jamboléo, jaboticaba, acerola e outras de menor importancia econdmica (por exemplo,
jostaberry, amora silvestre, loganberry, e lingoberry) (Manganaris et al., 2014).

Arelacdo do consumo de alimentos com potencial bioativo e promoc¢ao da saude
tém recebido destaque nos ultimos anos, sendo alvo de inUmeras pesquisas e busca
de informacdes pelos consumidores, principalmente em relacéo a legumes e frutas. O
consumo destes pode ocasionar a prevencdo de doencas crdnicas, como por
exemplo, a Diabetes mellitus. No grupo de frutas que tém sido alvo de diversas
pesquisas por promover efeitos benéficos a saide humana estdo as pequenas frutas
(Paredes-Lopez et al., 2010).

As pequenas frutas sdo ricas em compostos fendlicos, estando entre 0os grupos
com maiores teores dentre os alimentos de origem vegetal, e assim, atraindo muita
atencao devido ao seu papel na promocédo da saude e na prevencao de doencas. As
mesmas sao particularmente fontes de flavonoides, compostos responsaveis pela alta
capacidade de eliminacdo de radicais livres medida por ensaios in vitro e in vivo

(Veberic et al., 2014). Dentre as pequenas frutas destacam-se o morango (Fragaria
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Xxananassa), a amora-preta (Rubus spp.) e o mirtilo (Vaccinium ashei Reade), frutas
alvos deste estudo.

2.1.1 Morango (Fragaria x ananassa)

O morangueiro (Fragaria X ananassa), pertencente a familia Rosaceae,
representa um grupo pequeno de plantas, porém, de elevado valor econémico. O
morangueiro é uma planta herbécea, rasteira, sendo caracterizada como uma cultura
perene, cultivada anualmente. Possui reproducdo assexuada, que se da através de
hastes rastejantes que crescem horizontalmente, e produzem, por meio de brotacdes
denominadas estolées, mudas geneticamente idénticas a planta-méae, com colheita
das frutas aproximadamente 80 dias apods o plantio. (Raven et al., 2007; Heide et al.,
2013).

Os frutos de morango iniciam-se a partir de uma unica inflorescéncia e sao na
verdade um agregado, composto de muitos ovarios, cada um com um unico ovulo. As
sementes (aquénios), embutidas na epiderme do receptaculo inchado, sdo o
verdadeiro fruto dessa espécie. O receptaculo € composto de uma medula interna,
uma camada de cértex e uma camada epidérmica. As fitas fibrovasculares conectam
0S aquénios ao interior do receptaculo e fornecem nutrientes para 0s aquénios e
células do parénquima circundante. Os aquénios tém aproximadamente 1 mm de
comprimento e cada receptaculo pode conter algumas centenas deles. O aquénio
maduro contém um pericarpo duro e relativamente espesso, uma testa fina, um
endosperma de camada Unica e um pequeno embrido. A formacdo do embrido é
completada 10 dias ap0s a antese, e tem sido relatado armazenar proteina e gordura,
mas sem amido. O crescimento dos receptaculos segue uma curva sigmaoide simples
ou dupla, dependendo da cultivar. E principalmente o resultado do aumento da célula;
entretanto, a divisdo celular representa de 15 % a 20 % do crescimento total (Fait et
al., 2008).

O morango (Figura 1) é uma das frutas mais valorizadas, ndo so6 por causa de seu alto
contetdo de vitaminas e minerais, mas também por suas caracteristicas sensoriais,
como sabor e aroma. Com relacdo a composicdo nutricional e fitoquimica, os
morangos contém vitamina A, vitamina E e vitamina K, com destaque para o seu alto
conteudo de vitamina C (cerca de 60 mg/ 100 g de fruta fresca) e, ainda que em menor
proporcdo, uma fonte de varias outras vitaminas, como tiamina, riboflavina, niacina,

vitamina B6. Sdo considerados frutas muito pereciveis, com alto teor de agua (Peinado
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et al., 2012; Giampieri et al., 2015).

Além disso, outra caracteristica nutricional significativa é a concentragdo de
folato (24 pug / 100 g de fruta fresca). Também € uma fonte notavel de manganés e
uma boa fonte de iodo, magnésio, cobre, ferro e fosforo. Tanto os teores de fibra
alimentar, como de frutose, podem contribuir para a regulacdo dos niveis de agucar
no sangue pela desaceleracao da digestéo, ja que conteudo de fibras pode controlar
a ingestéo de calorias por seu efeito saciante (Giampieri et al., 2015).

Além dos nutrientes tradicionais, 0os morangos estdo entre as fontes
alimentares mais ricas em compostos bioativos, representados principalmente por
compostos fendlicos. Estes compostos sdo mais conhecidos por sua acao
antioxidante e anti-inflamatéria, e possuem direta e indiretamente atividade
antimicrobiana, anti-hipertensivas, bem como a capacidade de inibir as atividades de
alguns enzimas fisiologicas e receptores, prevenindo doencas relacionadas ao
estresse oxidativo. O principal grupo de compostos fendlicos presentes em morangos
sdo os flavonoides. Dentro do grupo de compostos fendlicos predominam as
antocianinas, principalmente a pelargonidina, seguidas dos flavonois (quercetina,
kaempferol-3-malonilglucosideo) e flavanois (catequinas e procianidinas). Também se
encontram outros compostos fendlicos como os elagitaninos e acidos fendlicos
(derivados cafeicos e hidroxibenzoéicos) (Wang et al., 1996; Giampieri et al., 2012;
Giampieri et al., 2015).

Os morangos sao consumidos in natura e em produtos processados, incluindo
iogurtes, bebidas e geleias. Recentemente, extratos de morango também tém sido
usados como ingredientes em alimentos com propriedades funcionais e suplementos
dietéticos, combinados com outras frutas, vegetais e extratos de ervas (Giampieri et
al., 2015).
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Figura 1. Morango in natura.

Foto: Paulo Lanzetta.

2.1.2 Amora-preta (Rubus spp.)

A amora-preta (Rubus spp.) pertence a familia Rosaceae, podendo ser
encontrada cultivada ou nao (frutas nativas). A amoreira-preta € uma espécie
arbustiva de porte ereto ou rasteiro, que produz frutas agregadas, com cerca de 4 g
a7 g, de coloracédo negra, possuindo espinhos em suas plantas. A fruta da amoreira-
preta € denominada de mini drupa ou drupete, na qual existe uma pequena semente,
sendo que a sua juncéo forma o que € chamado de fruta agregada. O sabor da amora-
preta € principalmente definido pelo equilibrio entre os aclUcares e os acidos
organicos. A cor intensa, quase negra, esta associada a concentracdes elevadas de
antocianinas presentes em suas células (Antunes, 2002; Veberic et al., 2014).

Sua composicdo quimica varia de acordo com a cultivar, condicdes de
crescimento, estagio de maturacdo e condicbes de colheita e poés-colheita. As
amoras- pretas contém minerais essenciais, como o calcio, e elevado conteudo de
vitaminas, como a vitamina B e vitamina A. Além disso, sdo ricas em acucares
(glicose, frutose e sacarose), que varia de acordo com a maturacdo. As frutas
contém acido malico e, embora em menores concentracoes, ja foram encontrados
outros acidos, como o acido ascorbico, acido chiquimico, fumarico e succinico, além
de serem ricas em compostos fenélicos (Kaume et al., 2011).

As amoras-pretas (Figura 2) sdo uma rica fonte de polifenois, principalmente

as antocianinas, flavonois, possuindo, também, niveis apreciaveis de &acidos
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fendlicos. Os compostos fendlicos sdo afetados pela genética e grau de maturacdo
das frutas. As antocianinas sdo os compostos fendlicos responsaveis pela variacdo
na coloracao, do vermelho ao roxo das frutas. As principais antocianinas da amora-
preta séo derivadas de cianidina com frages de glicose, rutinose, xilose e arabinose
as quais incluem cianidina 3-glucosideo, cianidina 3-galactosideo, cianidina 3-
xilosideo, cianidina 3-dioxalil-glicosideo, cianidina 3-rutinosideo, cianidina 3-
soforosideo, cianidina 3-glicosilrutinosideo, cianidina 3-arabinosideo, malvidina 3-
arabinosideo, pelargonidina 3-glicosideo dentre outras (Gu et al., 2004; Cho et al.,
2005; Wu et al., 2005; Wu et al., 2006; Kaume et al., 2011).

Os compostos fendlicos encontrados nas cultivares de amora-preta sao
relatados na literatura como responsaveis pela promocédo da saude, possuindo
propriedades anti-inflamatdrias, antivirais, antiproliferativas e anticarcinogénicas,
além de poderem ser utilizadas no tratamento e prevencéo da obesidade e diabetes
tipo 2 (Tsuda et al., 2003; Kaume et al., 2011; Chaves et al., 2018).

Figura 2. Amora-preta in natura.

Foto: Paulo Lanzetta

2.1.3 Mirtilo (Vaccinium ashei Reade)
Os mirtilos (V. ashei Reade) pertencem a familia Ericaceae, sendo originario da

Europa e América do Norte. E uma planta caducifélia, tem porte arbustivo ou rasteiro,

produz de trés a cinco quilos de frutas por planta, sendo a fruta do tipo baga, de cor
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azul intensa, recoberto de pruina (cera que recobre a fruta), com diametro entre 1,5
cmaz25cmel5ga4gde massa (Routray & Orsat, 2011; Momoli, 2018).

O mirtilo (Figura 3) é uma fruta nutritiva, pois é fonte de carboidratos, vitaminas
e minerais, além de serem uma boa fonte de fibras alimentares, que constituem 3,0 %
a 3,5 % da massa da fruta. Além disso, o mirtilo tem elevado conteddo de Vvarios
compostos bioativos, principalmente os compostos fendélicos. Os componentes
bioativos contidos no mirtilo séo acido ascérbico, flavonadis (incluindo a quercetina e a
miricetina), &cidos hidroxicindmicos (incluindo &cidos cafeico, acidos ferulicos e &cidos
cumaricos), e acidos hidroxibenzoicos (incluindo o acido gélico). (Michalska & Lysiak,
2015; Shi et al., 2017).

Estes compostos bioativos possuem capacidade antioxidante, que proporcionam
uma série de funcionalidades, dentre elas a atuacdo como sequestrantes de radicais
livres, decompositores de peréxido, inibidores de enzimas, além de retardar ou
prevenir a oxidacdo de lipidios ou outras moléculas, inibindo a iniciacdo ou a
propagacdo de reacfes em cadeia oxidativas. Evidéncias crescentes sugerem que
seu consumo ajuda a prevenir o cancer, doencas crbnicas, e também pode
desempenhar um papel preventivo em defeitos congénitos, formacdo de catarata,
hipertenséo, asma, diverticulose, obesidade e diabetes (Wang et al., 2012a; Wu et al.,
2017).

Figura 3. Mirtilo in natura.

Foto: Paulo Lanzetta
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2.2 Pequenas frutas e potencial antidiabético
A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que existem 346 milhdes de

pessoas emtodo o mundo que sofrem de diabetes, sendo que este nimero duplicara
até 2030. A diabetes € uma doencga crbnica ndo-transmissivel, sendo que a maior
incidéncia é a de diabetes do tipo 2, que é ocasionada por fatores relacionados ao
estilo de vida, incluindo tabagismo, obesidade, dieta pobre e sedentarismo. Por se
tratar de uma doenca dependente destes habitos, é que a Diabetes mellitus tipo 2 é a
forma que possui esta previsdo de aumento em alguns anos. Dietas ricas em frutas e
hortalicas tém sido associadas a reducgdo da incidéncia de DM2, e varios estudos
sugerem que dietas ricas em compostos bioativos contribuem na manutencédo do
indice glicémico em niveis normais, evitando assim a ocorréncia de DM2 (Boath et al.,
2012).

Moléculas bioativas de frutas podem agir como inibidoras de enzimas
digestivas, e no caso da DM2, a inibicdo destas enzimas, principalmente a a-
glicosidase e a-amilase, pode ser uma forma de tratamento e prevencéo da doenca.
Estas enzimas atuam na absorcdo da glicose nos enterOcitos através de
transportadores especificos, hidrolisando os carboidratos, para que estes sejam
absorvidos na corrente sanguinea. A alfa-amilase é responsavel por hidrolisar as
ligagdes glicosidicas a-1,4 da amilose e da amilopectina presentes no amido, e a alfa-
glicosidase € responsavel pela hidrélise dos dissacarideos, liberando duas moléculas
de glicose para serem absorvidas na corrente sanguinea, como demonstrado na figura
4 (Yamagishi et al., 2009; Williamson, 2013).
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Figura 4. Regulacao da absorcao da glicose antes e apos a refeicdo H — hidrolase
(a-glicosidase)
Fonte: adaptada de Kellet; Brot-Laroche, 2005.

Neste sentido, as pequenas frutas podem ser uma alternativa no tratamento e
prevencdo da DM2, visto que as mesmas sdo ricas em polifenois. Os beneficios a
saude associados ao consumo de polifenois se dao, principalmente, pelo fato dos
mesmos possuirem atividade antioxidante. Estes compostos fornecem protecao
contra os danos causados pelos radicais livres ao DNA, membranas e componentes
celulares, que estao envolvidos na progressao da diabetes. Além disso, 0s compostos
fendlicos também atuam no bloqueio de enzimas especificas, que ocorre devido a
capacidade das estruturas fendlicas se combinarem com enzimas digestivas,
proteinas e outros polimeros (carboidratos e pectinas) formando complexos estaveis
e impedindo a sua acao (Valko et al., 2007; Boath et al., 2012).

Existem evidéncias de que os polifenois podem modular a disponibilidade de
nutrientes através da inibicdo de enzimas digestivas envolvidas na quebra de lipidios
e amido, o que poderia influenciar no combate a obesidade e controle glicémico
(McDougall et al., 2008; McDougall et al., 2009).

Extratos ricos em polifenois de pequenas frutas, inibem as enzimas alfa-amilase
e a-glicosidase, in vitro e em in vivo (Boath et al., 2012). Estas enzimas, no organismo

humano, sédo inibidas utilizando medicamentos como a acarbose, que € prescrito para



24

o controle da hiperglicemia pos-prandial, que é caracterizada pelo aumento excessivo
na concentracdo de glicose no sangue apos as refeicdes.

Grussu et al. (2011) confirmaram que extratos de pequenas frutas, ricos em
polifendis, inibem a alfa-amilase in vitro, e que o consumo destas frutas poderia
proporcionar uma redugédo na dependéncia por medicamentos para tratamento da
DM2. Boath et al. (2012) avaliaram extratos de diferentes pequenas frutas, e obtiveram
a inibicdo da alfa- glicosidase, demonstrando que algumas destas frutas foram téo
eficazes quanto o medicamento acarbose.

Cheplick et al., (2010) avaliaram atividade de extratos de diferentes cultivares de
morango frente as enzimas alfa-amilase e alfa -glicosidase, encontrando uma inibicédo
satisfatoria para a alfa -glicosidase e baixa inibicdo para a alfa -amilase. Os autores
correlacionaram a atividade enzimatica com o conteudo fendlico encontrado nas
frutas, e sugerem que a ingestao dos mesmos pode ser efetiva no tratamento da DM2
e também da hipertenséo. Pallavi et al. (2010) em seu estudo que avaliou a atividade
de extratos aquosos de morango frente a estas enzimas observou um comportamento
semelhante, ou seja, a inibicdo foi mais efetiva frente a alfa-glicosidase, com um ICsg
de 76,83 + 0,93 ug / mL do que para a a-amilase 86,47 + 1,12 ug / mL.

Wang et al., (2012b) avaliou diferentes genétipos de mirtilo quanto ao teor de
fitoquimicos, atividade antioxidante e atividade frente a enzima alfaglicosidase,
observando que a casca possuia niveis mais elevados de antocianinas totais,
fendlicos totais, capacidade antioxidante e atividade inibidora desta enzima do que a
polpa, em todas as amostras testadas, demonstrando a importancia do consumo da
fruta inteira para a promoc¢ao da saude. Wu et al. (2017) avaliou diferentes cultivares
de mirtilo quanto ao teor de compostos bioativos e atividade antioxidante e frente a
enzima a-glicosidase, observando diferentes teores de inibicdo da enzima, e notando
uma forte correlacdo entre a atividade antioxidante e o teor de antocianinas.

Diversos estudos, de diferentes continentes do mundo, que evidenciam a
capacidade das pequenas frutas na inibicdo das enzimas alfa-glicosidase e alfa-
amilase, porém, ainda ha algumas lacunas no que diz respeito a inibicdo destas
enzimas por algumas pequenas frutas, como por exemplo, as produzidas e/ou
provenientes do Brasil. Sabe-se que a composicdo quimica das frutas, e
consequentemente seu potencial bioativo, pode variar de acordo com as condi¢cbes
edafoclimaticas e caracteristicas genéticas da frutifera, entretanto, pouco se sabe

sobre a significancia destas variagfes. Assim, assume-se a importancia de estudos
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destinados a caracterizagdo dos componentes bioativos em pequenas frutas
produzidas no Brasil, de diferentes genétipos, em diferentes condi¢cdes
edafocliméticas, especialmente quando se considera a ocorréncia de doencas
cronicas passiveis de serem mitigadas pela ingestdo de pequenas frutas ou de seus
componentes bioativos. Pequenas frutas como a amora-preta, mirtilo e morango, que
sdo amplamente consumidas no pais serdo avaliadas neste estudo, e sera
determinado se as mesmas séo capazes de inibir estas enzimas, e assim, contribuir

no tratamento e prevencao da DM2.
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Caracterizagéo do problema
O Diabetes mellitus (DM) é um grupo de doencgas metabdlicas caracterizadas por
hiperglicemia resultante de defeitos na secrecdo e/ou acdo da insulina. Nas ultimas
décadas, o DM tem se tornado um sério e crescente problema de saude publica, devido
ao aumento de sua prevaléncia (Cobas et al., 2010). A DM é classificada como uma
doenca cronica.

Atualmente, sabe-se que um denominador comum na patogénese da maioria das
doencas crbnicas € o envolvimento do estresse oxidativo. Paralelamente, um crescente
namero de estudos epidemiolégicos sugere uma associacdo consistente entre o
consumo de dietas a base de plantas e frutas e uma menor incidéncia de véarias
patologias cronicas. (Tulipani et al., 2011).

Os inibidores da a-glucosidase, enzimas responsaveis pelo metabolismo de
glicoconjugados, sao exemplos de antidiabéticos orais, que atuam no retardo na
absorcao da glicose a partir do intestino delgado, reduzindo a glicemia pos-prandial. A
acarbose é um exemplo de inibidor da a-glucosidase, pois diminui as chances de
pacientes com problemas de intolerancia a glicose tornarem-se diabéticos (Cheng et al.,
2004). Em contraponto, o uso deste medicamento causa efeitos adversos como
flatuléncia, dor abdominal e diarreia durante sua administracdo (Weinert et al., 2015).
Assim, o estudo de compostos presentes naturalmente em frutas, nos Ultimos anos, esta
sendo bastante estudado, visando um efeito antidiabético sem reacdes adversas aos
usuarios deste tipo de medicamento.

As pequenas frutas sdo muitas vezes a fonte mais rica de fendlicos entre frutas e
vegetais e atraem muita atencao devido ao seu papel positivo na satde humana e na
prevencdo de doencas. Uma grande variedade de fendlicos pode ser detectada em
espécies de pequenas frutas, que sédo particularmente abundantes em flavondis. Esses
compostos sdo responsaveis pela alta capacidade de eliminacdo de radicais livres
medida por ensaios in vitro e in vivo (Veberic et al., 2014). Pertencentes ao grupo de
pequenas frutas, estdo o morango (Fragaria x ananassa), a amora-preta (Rubus spp.) e
o mirtilo (Vaccinium ashei Reade).

Os compostos fendlicos, compostos estes presentes nos trés frutos anteriormente
citados, representam um grupo muito diversificado de fitoquimicos, sendo o0s
flavondides, taninos e acidos fendlicos os grupos mais representativos desta classe
(Manach et al., 2004). Estes compostos possuem acao antioxidante, capturando radicais

livres (Shahidi et al., 1992), e atuam na redugdo da oxidagcdo lipidica em
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tecidos vegetais e animais, e, quando inserido na alimentagcdo humana, reduzem o risco
de desenvolvimento de doengas como arteriosclerose, cancer, diabetes, doencas do
envelhecimento, entre outras (Ramarathnam et al., 1995; Degaspatri et al., 2004). Assim,
objetiva-se verificar a capacidade de inibicdo do extrato bruto (etandlico) dos genétipos
de pequenas frutas de morango (Fragaria x ananassa), amora-preta (Rubus spp.) e
mirtilo (Vaccinium ashei Reade) frente as enzimas digestivas, e atividade antioxidante,

bem como realizar a caracteriza¢do quimica das mesmas.

Objetivos e Metas

o Caracterizar os genotipos quanto composi¢cao quimica, incluindo compostos
fendlicos totais, antocianinas totais e flavonoides totais e compostos fendlicos
individuais por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.

o Determinar a atividade antioxidante dos genotipos pelos métodos de captura
dos radicais DPPH, hidroxila e 6xido nitrico.

o Determinar o potencial inibitorio dos extratos dos genotipos sobre as enzimas

digestivas a-glicosidase e a-amilase in vitro.

Metodologia

Para a caractrizagcdo quimica serdo realizadas as analises de pH, acidez, solidos
soluveis, umidade, cinzas, fibras, lipideos. A analise de compostos fendlicos individuais
sera realizada por Cromatografia liquida de alta eficiéncia, e as analises de compostos
fendlicos totais, antocianinas totais, atividades antioxidantes, e atividade enzimatica
serdo realizadas por métodos espectrofotométricos. As metodologias utilizadas sa

descritas no capitulo 2, item 2.

Resultados e impactos esperados

o Obter uma caracterizacdo ampla das pequenas frutas, a fim de verificar sua
composic¢ao quimica, incluindo compostos fendlicos individuais presentes nestas frutas;
o Avaliar o potencial das pequenas frutas morango, amora-preta e mirtilo na
inibicdo das enzimas alfa-amilase e alfa-glicosidase, podendo, assim, reforcar o efeito
benéfico das mesmas frente DM2;

o Mostrar que o morango, a amora-preta e o mirtilo possuem atividade

antioxidante frente a diferentes radicais livres;
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° Promover o consumo das pequenas frutas, mostrando que as mesmas Sao

ricas em compostos bioativos e ocasionam a promoc¢éo da saude.

Delineamento experimental

O delineamento experimental é descrito na Tabela 1.

Variaveis independentes

Variaveis dependentes

Camarosa
Acesso 2011-6011
Ciclo produtivo
2016

Tupy
Xingu
Ciclo produtivo
2017
O’Neal

pH
Acidez
Solidos soluveis
Umidade
Cinzas
Fibras
Lipideos
Compostos fenolicos totais
Antocianinas Totais
Flavonoides Totais
Compostos fendlicos
individuaiS
Atividade antioxidante —
DPPH
Atividade antioxidante —
Oxido nitrico
Atividade antioxidante —
Hidroxila
Inibicdo da alfa-amilase

Inibicdo da alfa-glicosidase
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Resumo

As pequenas frutas, como morango, amora-preta e mirtilo sdo amplamente
consumidas no mundo. Elas apresentam em sua composi¢cdo compostos fendlicos,
terpenos, antocianinas, vitaminas A, C, E e do complexo B, minerais como calcio,
fésforo e potassio que apresentam diversos beneficios a saude humana. Estudos
relatam que estas frutas possuem atividade antioxidante, anti-inflamatéria,
anticarcinogénica, anti-envelhecimento, antidiabética, antilipidemica e antimicrobiana.
Nesta revisdo, busca-se avaliar os efeitos do consumo de compostos bioativos
presentes em morango, amora-preta e mirtilo na satde humana, reportando estudos

in vitro, in vivo e epidemiolégicos.
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1. Introducgéo

A relagcdo entre dieta e salude ocasionou uma busca por informacdes sobre os
compostos bioativos existentes em frutas e vegetais, ja que uma alimentacao rica
nestes compostos pode prevenir inUmeras doencgas crénicas ndo transmissiveis. As
pequenas frutas, como morango, amora-preta e mirtilo, sdo amplamente consumidas.
Acredita-se que a presenca de uma ampla variedade de compostos bioativos nestas
frutas traz beneficios a salude humana frente a obesidade, cancer, doencas
cardiovasculares e degenerativas (Jurani¢ e Zizak, 2005; Zafra-Stone, Yasmin, Bagchi,
Chatterjee, Vinson e Bagchi, 2007; Kapur, Saridas, Celiktopuz, Kafkas e Kargi, 2018).

As pequenas frutas podem ser consumidas in natura ou processadas. Entretanto,
h& uma tendéncia crescente no uso de extratos de pequenas frutas como ingrediente
em alimentos funcionais, dietéticos, suplementos, frutas, hortalicas, e em extratos de
plantas; principalmente pela riqueza em compostos fendlicos (Paredes-Lopez,
Cervantes-Ceja, Vigna-Pérez e Hérnandez-Pérez, 2010; Nile e Park, 2014).

Estas frutas possuem elevados contetudos de polifenois, vitaminas, minerais e
fibras. Os polifenois compreendem uma ampla variedade de compostos, divididos em
diversas classes, como os &cidos hidroxibenzoéicos, acidos hidroxicinamicos,
antocianinas, proantocianidinas, flavondis, flavonas, flavandis, flavanonas,
isoflavonas, estilbenos e lignanas, todas com atividade antioxidante e atuantes na
eliminacdo de radicais livres no organismo. Acredita-se que os efeitos sinérgicos
resultantes de multiplos compostos bioativos encontrados em pequenas frutas sejam
responsaveis por sua ampla gama de propriedades biolégicas observadas, sendo
muito inferior o efeito de compostos isolados (Moyer, Hummer, Finn, Frei e Wrolstad,

2002; Manach, Scalbert, Morand, Rémésy e Jiménez, 2004; Seeram, 2008).
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Estudos demonstram que as pequenas frutas possuem atividade anticancerigena,
através de mecanismos de acdo complementares e sobrepostos, incluindo a inducéo
de enzimas metabolizantes, modulacdo da expressado génica e seus efeitos na
proliferacdo celular, apoptose e vias de sinalizacdo subcelular; propriedades
antioxidantes, através da captura de radicais livres; e propriedades antiproliferativas.
Pequenas frutas como morango e amora-preta foram identificadas como fontes de
compostos fendlicos, como o acido galico e elagico, que tem potencial
qguimiopreventivo para o cancer (Meyskens, 2005; Seeram, 2006a; Zhao, 2008;
Seeram, 2008; Pereira, Vinholes, Franzon, Dalmazo, Vizzotto e Nora, 2018)

Os compostos bioativos, principalmente os compostos fendlicos, incluindo
flavonoides, taninos e acidos fendlicos, receberam muita atencdo nos ultimos anos,
devido aos seus efeitos benéficos a saude, principalmente quando 0s mesmos sao
obtidos, na dieta, de fontes naturais como pequenas frutas. Baseado no exposto, o
objetivo do presente trabalho é realizar uma revisdo acerca das atividades biolégicas
e composicao das pequenas frutas mais consumidas, como morango, mirtilo e amora-

preta.

2. Composicado quimica
2.1 Composicao nutricional

Um dos fatores mais importantes para a preferéncia do consumidor € adocura
da fruta, que é determinada pela qualidade e quantidade de acucares. A frutose é
considerada 1,8 vezes mais doce que a sacarose, mas a docura da glicose é de
apenas 0,6 vezes de sacarose (Kapur et al., 2018). Sao excelentes fonte s de fbras,

proteinas, dentr outros nutientes (Tabela 1).
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Tabela 1. Carboidratos, fibras, proteinas, lipideos e contetddo de aglicares solUveis em morango,

amora-preta e mirtilo.

Componente Morango Amora Mirtilo Referénc
-preta ias
Carboidratos 7,68 9,61 14,49 Mazza, 2005; Kaume,

Howard e Devareddy, 2011;
Giampieri, Tulipani, Alvarez-
Soarez, Quiles, Mezzetti e
Battino, 2012.
Fibras 2,00 5,30 2,40 Mazza, 2005; Kaume et
al., 2011; Giampieri
et al., 2012.
Proteinas 0,67 1,39 0,74 Mazza, 2005; Kaume et
al., 2011; Giampieri
et al., 2012.
Lipideos 0,30 0,49 0,33 Mazza, 2005; Kaume et
al., 2011; Giampieri
et al., 2012.
Frutose 2,44 2,40 4,98 Mazza, 2005; Kaume et
al., 2011; Giampieri
et al., 2012.
Glicose 1,99 2,32 4,88 Mazza, 2005; Kaume et al.,
2011; Giampieri et al.,
2012.
Sacarose 0,47 0,07 0,11 Mazza, 2005; Kaume et al., 2011,
Giampieri et al., 2012.

As pequenas frutas possuem grande quantidade de vitaminas A, C e E e do complexo
B (Tabela 2) que atuam sobre o sistema imunolégico de forma positiva promovendo a
reducdo do processo inflamatério. Também sdo consideradas antioxidantes pois
auxiliam no combate dos efeitos do estresse oxidativo e de doencgas cronicas, nao

transmissiveis como doencas cardiacas e diabetes.
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A concentracdo de vitamina C nas frutas € afetada por varios fatores, incluindo
espécie, cultivar, cultivo, condi¢bes climéticas, maturagdo, regido, e tempo de
armazenamento (Mazza, 2005; Kaume et al., 2011; Giampieri et al., 2012).

O morango é a fruta com maiores concentracdes de vitamina C reportado na
literatura, possuindo 58,8 mg em 100 g de fruto fresco, possuindo também vitaminas
como as do Complexo B, vitamina A e vitamina K (Pantelidis, Vasilakakis, Manganaris e
Diamantidis, 2007; Giampieri et al., 2012). As amoras pretas também possuem
concentracgdes significativas de vitamina C (21 mg em 100 g de fruta fresca), além de
serem boas fontes de vitaminas A e K (64,2 pg e 19,8 ug em 100 g de fruta fresca,
respectivamente) (Kaume et al., 2011). Os mirtilos também possuem em maior
guantidade a vitamina C (9,7 mg em 100g de fruta fresca), além de possuires ainda

algumas vitaminas do complexo B.
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Tabela 2. Teor de vitaminas em morango, amora-preta e mirtilo.

Vitaminas Moran Amora- Mirtilo Referéncias
(100g de go preta
fruto fresco)
Vitamina C 58,800 21,000 9,700 Mazza (2005); Kaume et al.
(mg) (2011);
Giampieri et al. (2012),
Tiamina (mg) 0,024 0,020 0,037 Mazza (2005); Kaume et al.
(2011);
Giampieri et al. (2012),
Riboflavina 0,022 0,030 0,041 Mazza (2005); Kaume et al.
(mg) (2011);
Giampieri et al. (2012),
Vitamina B5 0,125 0,280 0,124 Mazza (2005); Kaume et al.
(mg) (2011);
Giampieri et al. (2012),
Vitamina B6 0,047 0,030 0,052 Mazza (2005); Kaume et al.
(mg) (2011);
Giampieri et al. (2012),
Folato (ug) 24,000 25,000 6,000 Mazza (2005); Kaume et al.
(2011);
Giampieri et al. (2012),
Colina (mg) 5,700 ND ND Mazza (2005); Kaume et al.
(2011);
Giampieri et al. (2012),
Betaina (mg) 0,200 ND ND Mazza (2005); Kaume et al.
(2011);
Giampieri et al. (2012),
Vitamina A 1,000 64,200 16,200 Mazza (2005); Kaume et al.
(hg) (2011);
Giampieri et al. (2012),
Vitamina E 0,290 1,170 0,570 Mazza (2005); Kaume et al.
(mg) (2011);
Giampieri et al. (2012),
B-tocoferol 0,010 0,040 ND Mazza (2005); Kaume et al.
(mg) (2011);
Giampieri et al. (2012),
y-tocoferol 0,080 1,340 ND Mazza (2005); Kaume et al.
(mg) (2011);
Giampieri et al. (2012),
Vitamina 2,200 19,800 ND Mazza (2005); Kaume et al.
K.(Hg) (2011);

Giampieri et al. (2012),

* ND- ndo detectado.
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Os minerais sdo elementos essenciais para 0 organismo humano,
por isso devem ser obtidos naturalmente através dos alimentos.
Morangos séo ricos em minerais (Tabela 3) como célcio, fésforo e um alto teor de
potassio, nas concentracdes de 16 mg, 24 mg e 153 mg em 100 g de fruta fresca,
respectivamente. Possuem também, em menores concentra¢des, 0S minerais zinco
(0,24 mg em 100 g), sédio (1 mg em 100 g), e selénio (0,004 mg em 100 g) (Giampieri
et al.,, 2012). As amoras- pretas possuem concentracées significativas de potassio
(162 mg em 100g) e célcio (29 mg em 100g), e fésforo (12,3 mg em 100g) (Kaume et
al., 2011). Os mirtilos, no que diz respeito a concentracdo de minerais possui teores
menores que as demais frutas, com destaque para o teor de calcio e potassio, com
21,2 mg e 68,4 mg em 100 g de fruta fresca, respectivamente (Bushway, Gann, Cook

e Bushway, 1983).



Tabela 3. Teor de minerais em morango, amora-preta e mirtilo.

Minerais

(100g de fruta
fresca)

Morang

(0]

Amora-

preta

Mirtilo

Referéncias

Célcio (mg)

Ferro (mg)

Magnésio (mg)

Fdésforo (mg)

Potassio (mg)

Sodio (mg)

Zinco (mg)

Cobre (mg)

Manganés (mg)

Selénio (mQ)

16,00

0,41

13,00

24,00

153,00

1,00

0,14

0,048

0,386

0,004

29,00

0,62

20,00

22,00

162,00

1,00

0,53

0,17

0,65

0,400

21,20

0,31

8,15

12,30

68,40

0,14

0,10

0,04

2,56

0,0000

Bushway et al. (1983),
Kaume et

al. (2011); Giampieri et al.
(2012)
Bushway et al. (1983),
Kaume et
al. (2011); Giampieri et al.
(2012)
Bushway et al. (1983),
Kaume et
al. (2011); Giampieri et al.
(2012)
Bushway et al. (1983),
Kaume et
al. (2011); Giampieri et al.
(2012)
Bushway et al. (1983),
Kaume et
al. (2011); Giampieri et al.
(2012)
Bushway et al. (1983),
Kaume et
al. (2011); Giampieri et al.
(2012)
Bushway et al. (1983),
Kaume et
al. (2011); Giampieri et al.
(2012)
Bushway et al. (1983),
Kaume et
al. (2011); Giampieri et al.
(2012)
Bushway et al. (1983),
Kaume et
al. (2011); Giampieri et al.
(2012)

Bushway et al. (1983),
Kaume et

al. (2011); Giampieri et al.
(2012), Zhang et al.
(2014)
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3. Fitoquimicos

3.1 Compostos volateis

Os compostos volateis sao substancias as quais atribuimos o aroma dos alimentos.
Nas pequenas frutas os aromas sdo extremamente desejaveis, pois afetam a
aceitabilidade do produto, entretanto a composicéo destes pode ser afetada pela cultivar,
tipo de solo, clima, maturacdo e sistema de producéo (Forney, Kalt e Jordan, 2000;
Krolow, Schwengber e Ferri, 2007).

Em morangos séo identificados 131 diferentes compostos responsaveis pelo aroma
caracteristico da fruta, tais como ésteres que conferem notas frutadas e florais e
correspondem entre 25% a 90% dos volateis totais em frutas maduras frescas. Outras
classes de compostos, como os aldeidos e furanonas compreendem até 50% de volateis
de morango, os alcoois respondem a até 35% dos volateis, mas normalmente contribuem
pouco para o aroma do morango e por fim compostos terpenos compreendem a <10%
de volateis de morango (Forney et al.,, 2000). Ayala-Zavala, Wang, Wang e Aguilar
(2004) identificaram compostos como acetato de metila, hexanoato de metila,
metanoato de metila, hexanoato de etila, butanoato de etila, acetato de butila e acetato
de hexila, e observou que estes sdo afetados pelo tempo e pela temperatura de
armazenamento.

O trabalho de Du, Finn e Qian (2010) identificou aproximadamente 70 compostos
volateis em diferentes cultivares de amoras-pretas, incluindo acidos, como o acido
butanoico, acido hexandico, e acido 2-metilbutanoico. A presenca de furanonas como o
furaneol, e mesifurano e de terpendides como o linalol, alfa-terpineol, 6xido de cis-
linalol, alfa-terpineol e geraniol, também foram observados. Os alcoois foram uma das
classes volateis mais predominantes nas cultivares, com destaque para o 2-heptanol,
hexanol, trans-2-hexenol e alcool benzilico. No geral, os niveis de ésteres e lactonas
encontrados nas cultivares avaliadas foram muito baixos.

Eichholz, Huyskens-Keil, Keller, Ulrich, Kroh e Rohn (2011) avaliaram cultivares de
mirtilos expostos a radiacdo-UV, identificando diferentes classes de compostos
volateis. A primeira classe foi a dos aldeidos-C6, composta por hexanal, (Z) - 3- hexenal
e (E) -2-hexenal. Foram identificados monoterpenos, como o D-limoneno e eucaliptol.
Linalol, alfa-terpineol e geraniol foram os alcoois terpenos identificados. Além disso,
foram detectados os compostos pertencentes a classe dos alcoois, como o 1-hexanol,
(Z2) -3-hexenol e, (E) -2-hexenol e a cetona metil-isohexenil-cetona. O composto
predominante foi o (E) -2-hexenal, um aldeido que tem um impacto significante no sabor

dos mirtilos.
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3.2 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo compostos derivados do metabolismo especializado
de plantas, sendo importantes determinantes na qualidade sensorial e nutricional dos
alimentos de origem vegetal. Sado o grupo de fitoquimicos mais presente, possuindo
consideravel importancia fisiologica e morfolégica nas plantas. Na planta
desempenham funcbes, tais como fitoalexinas, atrativos para polinizadores,
contribuintes para a pigmentacdo de plantas, antioxidantes e agentes protetores
contra a luz UV, entre outros. Estas propriedades fazem com que estes compostos
tenham um papel importante no crescimento e reproducdo das plantas,
proporcionando uma protecdo eficiente contra patdogenos e predadores, além de
contribuir para as caracteristicas sensoriais de frutas e vegetais (Balasundram,
Sundram e Samman, 2006; Naczk e Shahidi, 2006; Ignat, Volf e Popa, 2011).

As pequenas frutas sdo muitas vezes a fonte mais rica em compostos fenolicos
(Tabela 4) entre frutas e vegetais, e atraem muita atencao devido ao seu papel positivo
na saude humana e na prevencao de doencas. Uma grande variedade de fendlicos
pode ser detectada em espécies de pequenas frutas, que sado particularmente
abundantes em flavonois. Anteriormente, as propriedades de promocédo da saude de
fendlicos estavam restritas apenas as atividades antioxidantes. Atualmente, mais
evidéncias estdo apontando para o papel dos polifen6is como moléculas
sinalizadoras, envolvidas na modulacdo das vias de sinal e, portanto, afetando a
funcdo celular e a expressdao génica, além do efeito direto no sistema digestivo,
atuando como importantes aliados no tratamento e combate as doencas crénicas
(Aaby, Mazur, Nes e Skrede, 2012; Del Rio, Rodriguez-Mateos, Spencer, Tognolini,

Borges e Crozier, 2013; Veberic et al., 2014).
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Tabela 4. Compostos fendlicos individuais identificados nas pequenas frutas morango, amora-preta e

mirtilo.
Referéncias
Compostos Morango Amora-preta Mirtilo
Fendlicos
Delfinidina-3 — Cerezo et al. ND You et al. (2011);
glicosideo (2010) Gavrilova et al.
(2011)
Cianidina-3- Cerezo et al. ND You et al. (2011);
galactosideo (2010) Gavrilova et al.
(2011)
Cianidina-3- Ginetal. (2011);  Acosta- You et al. (2011)
glicosideo (Holzwarth et al. Montoya et al.
(2012) (2010); Bowen-
Forbes et al.
(2010)
Peonidina-3 — Ornelas-Paz et ND You et al. (2011)
glicosideo al.
(2013)
Malvidina-3- ND Huang et al. You et al. (2011);
galactosideo (2012) Gavrilova et al.
(2011)
Malvidina-3- Huang et al. Huang et al. You et al. (2011);
glicosideo (2012), (2012) Gavrilova et al.
Canuto et al. (2011)
(2016)
Quercetina-3- Wang & Millner Diaconeasa et You et al. (2011);
glicosideo (2009) al. Gavrilova et al.
(2014) (2011)
Acido Galico Huang et al. Martini et al. ND
(2012); (2009)
Ornelas-Paz et
al. (2013)
Acido Caféico Kelebek et al. Huang et al. You et al. (2011);
(2011); (2012); Huang et al.
Huang et al. Martini et al. (2012)
(2012) (2009)
Acido p-Cumarico Holzwarth et al. Huang et al. You et al. (2011)
(2012); Huang (2012)
et al.
(2012)
Rutina ND Huang et al. Gauvrilova et al.
(2012); (2011);
Martini et al. Huang et al. (2012)

(2009)



(+)-catequina Holzwarth et al. Huang et al. Gavrilova et al.
(2012): Huang (2012) (2011); Huang et
et al. al. (2012)
(2012)
Pelargonidina Ginetal. (2011); Bowen-Forbes ND
-3- Holzwarth et al. et al.
glicosideo (2012) (2010)
Pelargonidina Holzwarth etal.  Bowen-Forbes ND
3- (2012); Cerezo et al.
rutinosideo etal. (2010) (2010)

* ND — nao detectado.

4. Atividades bioldgicas
4.1 Atividade antioxidante

Os organismos vivos possuem um sistema de oxidagc&ao-reducao que € necessario
para manter um equilibrio entre os radicais livres gerados e o sistema antioxidante.
Como forma de protecéo contra a producao excessiva de radicais livres, o organismo
humano instala um processo de estresse oxidativo, que pode causar diversas doencas
degenerativas e acelerar o processo de envelhecimento. A presenca, principalmente
de antocianinas em pequenas frutas € responsavel por grande parte de sua
capacidgde antioxidante (Mandave et al., 2017).

Souza, Pereira, Silva, Lima, Pio e Queiroz (2014) avaliaram a atividade
antioxidante por meio de trés métodos distintos, DPPH, ABTS e B-caroteno, de
diferentes pequenas frutas provenientes do Brasil, incluindo o morango, a amora-preta
e o mirtilo. Como parametro, foi considerada uma alta atividade antioxidante quando

as frutas obtiveram valores superioresa 70% de atividade antioxidante (captura

do radical DPPH e ABTS e inibicdo da peroxidacdo lipidica
pelo B-caroteno); intermediaria, atividade antioxidante de 40-70 %; e baixa,
0s que tiveram atividade antioxidante menor do que 40 %.
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De acordo com os resultados, a amora-preta obteve a atividade antioxidante alta, o
morango uma atividade intermediaria, e o mirtilo, uma baixa atividade.

Huang, Zhang, Liu e Li (2012) avaliaram a capacidade antioxidante pelo método
ABTS de mirtilo, amora-preta e morango cultivados em Nanjing. O mirtilo, obteve
atividade antioxidante de 14,98 mmol.Trolox / 100 g de peso seco, a mais alta
atividade antioxidante dentre os frutos estudados, seguido da amora-preta (11.48
mmol Trolox/100 g) e do morango (4.4 mmol Trolox/100 g). Na andlise pela captura
do radical DPPH, os valores de ICso (concentracéo de inibicdo de 50% do radical) para
mirtilo, amora-preta e morango foram de 0.42, 0.44, e 0.81 mg / mL, respectivamente,
demonstrando novamente que o mirtilo possui a mais alta atividade antioxidante.
Estes resultados demonstram que o consumo destas pequenas frutas pode promover
inimeras atividades biologicas, além de possuir potencial para serem utilizados como

ingredientes alimentares, devido as duas propriedades bioativas.

4.2 Atividade antidiabética

A Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é considerada uma das doencas cronicas nao
transmissiveis mais prevalentes no mundo, que apresenta elevada morbimortalidade.
Dentre os tratamentos da doenca, a terapia nutricional € reconhecida como um
importante agente. Varias diretrizes nutricionais baseadas em evidéncias foram
publicadas indicando o impacto da qualidade e quantidade da dieta no tratamento e
prevencdo da DM2. Esta patologia é caracterizada por altos teores de glicose no
sangue, que é responsavel por falhas e disfuncdes de varios 6rgaos. Diversos estudos
mostram uma correlacéo entre o maior consumo de frutas, especialmente pequenas
frutas, na reducdo da incidéncia de diabetes. Uma das medidas de controle da
diabetes tipo 2 € o manejo da hiperglicemia via inibicdo das glicosidases, enzimas que

controlam a degradacao e absorcdo de glicose, e seus precursores no intestino
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delgado (Cheplick, Kwon, Bhowmik e Shetty, 2010; Afrin et al., 2016; Mandave et al.,

2017).

Pinto, Kwon, Apostolidis, Lajolo, Genovese e Shetty (2008) avaliaram sete
cultivares de morango cultivadas no Brasil, detectando que 0s mesmos eram ricos em
acido eldgico, quercetina e &cido clorogénico. Os mesmos tiveram alta atividade
inibitéria da alfa-glicosidade e baixa inibicdo da alfa-amilase, fator que sugere que 0s
morangos podem ser considerados como uma fonte na dieta com potencial anti-
hiperglicémico. J& Cheplick et al. (2010) avaliaram o efeito de extratos de diferentes
cultivares de morango na atividade in vitro da alfa-amilase, alfa-glicosidase e enzima
conversora da angiotensina-1 (ECA), observando que, de modo geral, a inibicdo da
alfa-glicosidase foi uniforme nas diferentes cultivares, porém satisfatoria, e inibicéo
moderada da alfa-amilase e ECA, concluindo que cultivares de morango podem
ocasionar a promoc¢ao da saude, por meio de sua capacidade de inibir a alfa-
glicosidase, inibir moderadamente a alfa-amilase, e inibir a ECA.

A amora-preta contém altos niveis de antocianinas e outros compostos fendlicos,
principalmente flavonois e elagitaninos, que contribuem para sua alta capacidade
antioxidante e outras atividades bioldgicas. Azofeifa et al. (2016) avaliaram o efeito do
consumo de duas diferentes bebidas de amora-preta, nas concentracdes de 25 % e
12,5 % administradas por via oral durante 40 dias a ratos com diabetes induzida por
estreptozotocina. A maior dose de amora-preta (25%) diminuiu significativamente a
glicose (-48,6%), melhorou a capacidade antioxidante do plasma e reduziu os niveis
de peroxidacao lipidica. Estes resultados mostram os efeitos positivos do consumo de
bebidas de amora-preta em condi¢cdes de diabetes, sugerindo que a administracdo da
fruta e seus derivados podem ser grandes aliados no combate a doenca.

Wang, Camp e Ehlenfeldt (2012) avaliaram diferentes genétipos de mirtilo, tanto

a polpa quanto a casca, em relacéo ao teor de fitoquimicos e atividades antioxidante
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e frente & enzima alfa- glicosidase, observando que a casca possuia atividade inibitéria

da alfa-glicosidase mais elevada do que a polpa em todas as amostras testadas,
demonstrando a importancia do consumo da fruta inteira para a promocao da saude.
Wu, Zhou, Chen, Li, Wang e Zhang (2017) avaliaram diferentes cultivares de mirtilo e
observaram diferentes teores de inibicdo da enzima alfa-glicosidase demostrando que
o mirtilo € um excelente inibidor da enzima, podendo ser utilizado como antioxidante
ou antidiabético, e também como um aditivo alimentar, = promovendo,

assim, a prevencao e o tratamento da DM2.

4.3 Atividade antilipidémica

Os compostos fendlicos presentes em morango promovem uma diminuicdo da
lipemia pos-prandial quando consumidos com uma refeicdo contendo gordura
diminuindo os niveis de colesterol, triglicerideos e LDL em 5%, 14% e 5%
respectivamente (Burton-Freeman, Linares, Hyson e Kappagoda, 2014).

O acido elagico, um composto presente em morango, reduz estresse oxidativo e
formacdo de lesdo aterosclerética em coelhos hiperlipidémicos (Yu, Chang, Wu e
Chiang, 2005). Basu et al. (2010) avaliaram 27 individuos com sindrome metabdlica,
um conjunto de condi¢des que aumentam o risco de doenca cardiaca, acidente
vascular cerebral e diabetes, com média de idade de 47 anos, administrando quatro
xicaras de bebida adicionada de morango liofilizado, diariamente, durante 8 semanas,
0 equivalente a cerca de trés xicaras de morangos frescos, utilizando um grupo
controle que consumiu a mesma quantidade de &gua. Foi observado que a
suplementacdo de morango diminuiu significativamente o colesterol total e a
lipoproteina de baixa densidade (LDL).

Azofeifa et al. (2016) avaliaram a atividade de bebidas a base de amora-preta, nas

concentragbes de 12.5% e 25 % em camundongos com diabetes induzida por
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estreptozotocina. A concentracao de 12.5 % ja reduziu os triacilglicerois (-4.6 %), e

colesterol (-21%), porém, a concentracéo de 25 % obteve resultados ainda melhores,
reduzindo os triacilglicer6is e o colesterol em 48.6 % e 43.5 %, respectivamente,
mostrando que a fruta pode ser utilizada no controle da hiperlipidemia.

Coban, Evran, Ozkan, Cevik, Dogru-Abbasoglu e Uysal (2013) avaliaram o efeito
de mirtilos sobre os parametros de teor de lipidios e estresse oxidativo em cobaias

hipercolesterolémicas. Os animais foram alimentados por 75 dias com dieta rica em
colesterol, suplementada com mirtilos frescos. O mirtilo reduziu o estresse oxidativo e
0 acumulo de colesterol na aorta e no figado das cobaias, demostrando efeito benéfico

e potencial utilizacdo como modulador desta enfermidade.

4.4 Atividade anticancerigena

Os efeitos anticarcinogénicos das frutas sdo mediados principalmente pela
desintoxicacdo de carcindégenos, eliminacdo de espécies reativas de oxigénio,
angiogénese e diminuicdo da reducdo do dano oxidativo do DNA pela apoptose,
parada do ciclo celular, regulacéo negativa da proteina ativadora-1 e NF-kB e inibicdo
da sinalizacdo Wnt e TNF-a (Xue et al., 2001; Atalay et al., 2003; Seeram et al., 2006b;
Duthie, 2007; Stoner, Wang e Casto, 2008; Zhang, Seeram, Lee, Feng e Heber, 2008).
Foi demonstrado, em um estudo de coorte com 490.802 participantes que consumo
do subgrupo botanico Rosaceae, incluindo morangos, apresenta um efeito protetor
contra o carcinoma de células escamosas do esofagico humano e cancer de cabeca
e pescoco quando comparado a grupos que ndo ingeriam a fruta, ou que
consumiram outros grupos botanicos (Freedman et al., 2007; Freedman et al., 2008).
Chen et al. (2012) demonstraram que o morango liofilizado possui um efeito preventivo
na investigacao clinica de fase Il em individuos diagnosticados com les&@o pré-maligna

displasica esofagica, demonstrando que a ingestdo de morangos, na quantidade de
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60 g / dia, por um periodo de 6 meses, é capaz de inibir a progressao de lesdes pré-

cancerosas, dependente da dose, através da supressdo da ativacdo de NF-kB e da
regulacdo negativa da enzima COX-2 e iNOS.

Bowen-Forbes, Zhang e Nair (2010) avaliaram cultivares de amora-preta proveniente
da Jamaica, demonstrando que as mesmas possuem potencial anticarcinogénico, ja que
as frutas inibiram a proliferacdo de células tumorais enziméaticas e humanas. O extrato
demonstrou moderada atividade inibitéria da enzima COX e inibiu o crescimento de células
cancerigenas, inibindo célon, mama, pulméo e células tumorais gastricas humanas.

Li, Wang, Li e Jin (2014) trataram células de cancer hepatocelular humano (HepG2),
com antocianinas extraidas de mirtilo nas concentracdes de 200, 400, 600, 800 e 1000 ug/
mL, por um periodo de 48h, e avaliaram os efeitos sobre a proliferacéo celular e apoptose. O
ensaio mostrou que o crescimento celular foi drasticamente inibido no grupo das
antocianinas, e esta inibicdo foi dependente da dose. A maior inibicdo (80 = 1,2%) foi
observada na dose de 1000 ug / mL. A Caspase-3, uma protease da morte frequentemente
ativada que catalisa a clivagem especifica de muitas proteinas celulares foi elevada com o
tratamento com antocianinas, demonstrando que a mesma possui potencial na promocao
da apoptose de células HepG2. Em conjunto, os resultados sugerem que as antocianinas,

presentes em mirtilos podem agir como um agente contra o cancer de figado.

4.5 Atividade anti-inflamatoria

A inflamacéo é uma resposta normal, protetora e temporaria do sistema imune a
patégenos e lesBes. No entanto, com estimulos recorrentes ou regulagéo ineficiente, a
inflamac&o crénica se inicia e mantém um estado pré-inflamatério que é o principal fator
gue contribui para o desenvolvimento, progressdo e complicacdo das doencas mais
comumente conhecidas, como as doencas cardiovasculares, Alzheimer e diabetes
mellitus tipo 2. Respostas inflamatérias podem ser desencadeadas por diferentes
estimulos, como virus, alteracdes nos niveis de espécies reativas de oxigénio, status
redox celular, &cidos graxos, fatores de crescimento, e fatores causadores do

cancer (Joseph, Edirisinghe e Burton-Freeman, 2014).
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Parelman, Storms, Kirschke, Huang e Zunino (2012) avaliaram a capacidade anti-

inflamatoria e reguladora de glicose de morangos liofilizados em camundongos com
obesidade induzida por dieta. Os animais foram divididos em quatro grupos, sendo
gue o primeiro foi alimentado com uma dieta pobre em gordura (13% de gordura), o
segundo com suplemento com 2% a 6% de morango liofilizado, o terceiro com uma
dieta rica em gordura (44% de gordura), e o quarto com 2- 6% de morango em p6. Os
resultados demonstraram que o consumo regular de morangos pode contribuir para a
manutencdo da glicemia na obesidade, e pode ser benéfico na regulacdo de muitos
aspectos da inflamacdo sistémica e da disfuncdo mediada por inflamacdo em
camundongos nao obesos. Ja Alarcon, Fuentes, Olate, Navarrete, Carrasco e Palomo
(2014) avaliaram sistematicamente a agcdo dos morangos na prevencao da ativacao
plaquetaria e na formagédo de trombos em camundongos. Nos animais ndo tratados
com a fruta, a artéria mesentérica foi totalmente bloqueada por um trombo volumoso
estavel aos 20 minutos, enquanto em animais tratados com extrato de morango o
tempo necessario para formar a trombose arterial foi drasticamente prolongado.
Assim, uma injecao intraperitoneal de 113 ug de extrato de morango (200 mg / kg) 30
minutos antes da leséo preveniu a formacao de trombos por mais de 60 minutos apos
dano induzido, o que sugere que o0 morango pode exercer efeitos protetores
significativos nos disturbios relacionados ao tromboembolismo, inibindo a agregacéo
plaquetéaria. Além disso, isso sugere que a atividade antitrombaética pode ter novos
efeitos anti-inflamatorios.

Srivastava, Greenpan, Hartle, Hargrove, Amarowicz e Pegg (2010) avaliaram as
atividades anti-inflamatérias topicas de compostos fenolicos de baixo e alto peso
molecular isoladas de trés cultivares de amora-preta. Os extratos foram testados
em edema induzido em orelha de camundongo. Tanto os fendis de alto

peso molecular quanto o0s de baixo peso molecular reduziram a lesao.
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A atividade da mieloperoxidase de orelha de camundongo, um indicador de infiltracao
de leucdcitos polimorfonucleares, foi significativamente reduzida apés a aplicacdo de
todas as preparagdes de amoreira-preta.

Esposito, Chen, Grace, Komarnytsky e Lila (2014) determinou a capacidade dos
bioativos contidos em mirtilo na protecdo de macréfagos RAW 264.7 da inflamacao
induzida por lipopolissacarideos. Através do fracionamento, foram obtidas fracdes
ricas em fragcdes ricas em polifenois (PPR), ricas em antocianinas (ANC) e
proantocianidinas (PAC), uma fracdo acetato de etila (EA) além de um extrato bruto
obtido da fruta inteira. Também foram utilizados os padrdes malvidina-3-glicosideo,
epicatequina e acido clorogénico. Os resultados obtidos demonstram que as fracdes
PPR, ANC e PAC suprimiram mais efetivamente os biomarcadores mRNA da
inflamagédo aguda (Cox-2, iINOS e IL-1B8). A malvidina-3-glicosideo foi
significativamente mais eficaz que a epicatequina ou o acido clorogénico na reducéo

da expresséo de genes pro-inflamatorios in vitro.

4.6 Atividade anti-envelhecimento

O envelhecimento da pele pode ocorrer de acordo com diversos fatores, incluindo
a radiacdo UV, que é absorvida pela pele e ocasiona um aumento nas espécies
reativas de oxigénio (EROs). As EROs agem como moléculas de sinalizacao celular e
podem causar peroxidacédo lipidica, dano mitocondrial e de DNA e modificacdo de
proteinas e genes. Também sdo capazes de iniciar vias moleculares complexas,
incluindo a ativacdo de enzimas como a metaloproteinase colagenase, a serina-
protease elastase e a mucopolissacarase hialuronidase, que degradam os
componentes da matriz extra-celular, resultando em altera¢des visiveis na pele, como
rugas e variagdes de espessura, além de acelerar a pigmentacdo da pele por sua acdo

nos queratinécitos, tomelandcitos adjacentes, parainduzir a melanogénese.
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Uma alimentacdo rica em compostos antioxidantes pode ser uma alternativa para o
retardo do envelhecimento, e isto inclui frutas e vegetais (Bravo, Alzete e Osorio,
2016).

Giampieri et al. (2014) avaliou as atividades antioxidante e antienvelhecimento de
extrato de morango rico em polifenois, utilizando fibroblastos dérmicos humanos
induzidos ao estresse por H202. O extrato de morango apresentou alta capacidade
antioxidante e uma concentracdo relevante de vitaminas e compostos fendlicos. Os
fibroblastos incubados com extrato de morango e estressados com H>0O> mostraram
um aumento na viabilidade celular, uma menor quantidade intracelular de espécies
reativas de oxigénio, e uma reducéo da peroxidacéo lipidica da membrana e danos no
DNA. O mesmo também ocasionou a melhora da funcionalidade mitocondrial,
aumentando a respiracdo basal das mitocondrias e promovendo uma capacidade
regenerativa das células apds a exposicao a estimulos pré-oxidantes, demonstrando,
assim, gue os morangos possuem propriedades antioxidantes e fornecem protecéo da
pele contra o estresse oxidativo e o envelhecimento.

Herrmann et al. (2007) avaliaram extratos de folhas de amora-preta na expressao
na proteina e no nivel de ARNm utilizando fibroblastos dérmicos humanos néo
irradiados e irradiados com radiacdo UVA. O extrato mostrou reducdo do nivel de
proteina MMP-1 de células irradiadas e ndo irradiadas com uma inibicdo quase
completa em uma concentracdo de 0,1%. O extrato também inibiu a IL-1a, uma
citocina conhecida por induzir a expressdao de metaloproteinases, o que demonstra

gue o extrato de folhas de amora-preta € um ativo anti-envelhecimento multifuncional

altamente eficiente.
Bae et al. (2009) investigaram a capacidade de extratos de mirtilo, ricos em

antocianinas, de inibir o foto-envelhecimento em fibroblastos dérmicos humanos
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irradiados com UV-B. O extrato suprimiu a degradacdo do colageno pelo

embotamento da producdo de metaloproteinases da matriz colagenolitica (MMP) e
inibiu o foto-envelhecimento em fibroblastos dérmicos humanos irradiados com UV-B,
0 que sugere que o mirtilo pode ser protetor contra o fotoenvelhecimento cutaneo

induzido por UV.

4.7 Atividade antimicrobiana

Diversos estudos relatam que as pequenas frutas possuem atividade
antimicrobiana. Martini et al. (2009) avaliando o efeito antimicrobiano de extratos de
folhas de amora-preta frente as estirpes G21 e 10K de Helicobacter pylori observou
gue este apresenta efeito bacteriano nas concentragdes 1200 g/mL e 1500 g/mL apos
24 h de exposicéo e 134 g/mL e 270 g/mL apds 48h de exposicao.

Extratos de folhas de mirtilo em diferentes estadios de maturacéo e extraidos com
solventes distintos apresentaram forte atividade antimicrobiana contra as bactérias
E.coli, L. monocytogenes e S. aureus e frente ao fungo Monilina Vaccinii-corybosi,
entretanto o efeito inibitorio ndo foi observado para S. Typhimurium (Deng et al., 2014).

Extratos de morango na concentracdo de 100% inibem E. faecalis e

Porphyromonas gingivalis (Widyarman, Widjaja e Idrus, 2017). Enquanto extratos
metanolicos e etandlicos apresentaram efeito antimicrobiano frente a cepas de P.

aeruginosa e K. pneumoniae (Liya e Siddique, 2018).

5. Conclusdes
O consumo das pequenas frutas morango, amora-preta e mirtilo, tanto in natura
como em produtos a base dos mesmos ocasiona inUmeros beneficios a saude, o que

se deve principalmente a sua composicao, rica principalmente em  compostos
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fendlicos. Estudos in vitro e in vivo e epidemiolégicos demostram que as mesmas sao
capazes de auxiliar no tratamento de diversas doengas crénicas ndo transmissiveis
devido as suas atividades antioxidantes, antilipidemica, antidiabéticas, anti-
inflamatdrias, anticarcinogénicas e anti-envelhecimento, sendo uma alternativa viavel

para a promoc¢dao de saude.
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Resumo

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, a Diabetes mellitus € uma doencga cronica
nao-transmissivel, que no ano de 2014 j4 atingia 422 milhdes de pessoas em todo o
mundo, com tendéncia de crescimento. Dentre as estratégias de tratamento da doenca
esta a utilizacdo de inibidores de enzimas digestivas (alfa-glicosidase e alfa- amilase),
responsaveis pelo metabolismo de carboidratos. Neste estudo, em dois ciclos
produtivos (2016 e 2017), foram caracterizados dois genotipos de morango
(Camarosa e acesso 2011-6011), dois gendtipos de amora-preta (Tupy e Xingul) e um
genotipo de mirtilo (O’Neal). As variaveis analisadas foram: acidez, pH, sdlidos
soluveis, umidade, cinzas, lipidios, fibras, compostos fendlicos, antocianinas,
flavonoides, atividade antioxidante (DPPH, hidroxila e éxido nitrico), inibicdo de alfa-
glicosidase e inibicdo de alfa-amilase. Dentre os resultados destacam-se: (1) a
concentracdo de compostos fendlicos totais foi maior nas frutas do ciclo produtivo de
2016, a excecao da amora-preta do genétipo Xingu. (2) No ciclo produtivo de 2016 a
concentracdo de antocianinas foi maior na amora-preta (Tupy e Xingu) e no mirtilo
(O’'Neal), entretanto, no ciclo produtivo de 2017, os dois gendtipos de morango
apresentaram maiores concentragdes de antocianina. (3) Em todos 0s genotipos, a
excecdo do gendtipo Tupy de amora-preta, a concentracédo de flavonoides foi mais
elevada no ciclo produtivo de 2017. (4) Todos os genotipos atingiram IC2s para a
enzima alfa-amilase e ICsg para a enzima alfa-glicosidase, com destaque para a amora
preta do genotipo Tupy, do ciclo produtivo 2017, que resultou em inibicdo 7 vezes
maior do que o controle positivo (acarbose) para a enzima alfa-amilase, e no menor
ICso para a alfa-glicosidase dentre os genotipos testados, sendo que o controle positivo
quercetina (0,5 mg/mL a 500,0 mg/mL) n&o inibiu a alfa-glicosidase. A excec¢éo do
genodtipo 2011-6011 de morango, todos os demais foram capazes de capturar 50 %
dos radicais livres testados, ao contrario da acarbose, que ndo capturou nenhum dos
radicais, e a quercetina que capturou apenas o DPPH. Em conclusé@o, os resultados
demonstram que 0s genotipos testados de morango, amora-preta e mirtilo possuem
potencial de uso no tratamento e prevencao da diabete, além de possuirem atividade
antioxidante.

Palavras-chave: frutas vermelhas, Diabetes mellitus, compostos fendlicos.
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1. Introducgéo

Atualmente, sabe-se que um denominador comum na patogénese da maioria
das doencas crbnicas € o envolvimento do estresse oxidativo. Paralelamente, um
crescente numero de estudos epidemiolégicos sugere uma associacao consistente
entre o consumo de dietas a base de plantas e uma menor incidéncia de varias
patologias croénicas. Ha evidéncias convincentes de que a combinacdo de
micronutrientes antioxidantes e compostos bioativos n&o essenciais, como 0S
compostos de polifenois, contidos em frutas e vegetais desempenham um papel
sinérgico e cumulativo na promogé&o da saude (Tulipani et al., 2011)

Neste sentido, as pequenas frutas sdo, muitas vezes, a fonte mais rica em
compostos fendlicos entre frutas e vegetais, e atraem muita atencdo devido ao seu
papel positivo na saude humana e na prevencao de doencas. Uma grande variedade
de fendlicos pode ser detectada em espécies de pequenas frutas (Veberic et al., 2014).
Pertencentes ao grupo destas pequenas frutas estdo o morango (Fragaria X
ananassa), a amora-preta (Rubus spp.) e o mirtilo (Vaccinium ashei Reade).

O morango, pertencente a familia Rosaceae, € uma das frutas mais valorizadas,
nao so por causa de seu alto conteado em vitaminas e minerais, mas também por suas
caracteristicas sensoriais, como sabor e aroma. S&o ricos em vitamina C, fibras,
minerais, e acidos organicos. Aléem disso, sdo excelentes fontes de compostos
fendlicos. As amoras-pretas, pertencentes a mesma familia do morango, podem ser
encontradas cultivadas ou ndo (frutas nativas). O sabor da amora-preta €
principalmente definido pelo equilibrio entre os aclcares e os acidos organicos. A cor
intensa e quase negra das amoras pode ser correlacionada com a composi¢ao e niveis
elevados de varias antocianinas presentes nas células das frutas. Os mirtilos séo
plantas florestais pertencentes a familia Ericaceae. Sao frutas nutritivas, fontes de
carboidratos, vitaminas, minerais e fibras. Possuem alta concentracdo de compostos
fendlicos, incluindo flavonoides, acidos hidroxicindmicos e acidos hidroxibenzoéicos
(Peinado et al., 2012; Veberic et al., 2014; Shi et al., 2017).

Os compostos fendlicos contidos nas pequenas frutas possuem capacidade
antioxidante, que ocasiona uma série de funcionalidades, dentre elas a atuacdo como
sequestrantes de radicais livres, decompositores de peroxido, inibidores de enzimas,
além de retardar ou prevenir a oxidacdo de lipidios ou outras moléculas, inibindo a

iniciacdo ou a propagacao de reagfes em cadeia oxidantes. Evidéncias crescentes
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sugerem que seu consumo ajuda a prevenir o cancer, doencas cronicas, e também
pode desempenhar um papel preventivo em defeitos congénitos, formacdo de
catarata, hipertensdo, asma, diverticulose, obesidade e da diabetes (Wang et al.,
2012a).

Diabetes mellitus (DM) € um grupo de doencas metabdlicas caracterizadas por
hiperglicemia resultante de defeitos na secrecé@o e/ou acédo da insulina. Nas ultimas
décadas, o DM tem se tornado um sério e crescente problema de saude publica,
devido ao aumento de sua prevaléncia. Um dos mecanismos de atuacdo para o
controle da DM, é a inibicdo de enzimas digestivas, como a alfa-glicosidase e a alfa-
amilase. Estas enzimas atuam no sistema digestorio, hidrolisando o amido e liberando
glicose e oligossacarideos, retardando, assim, a digestéo de carboidratos e reduzindo
a quantidade de glicose absorvida, e, consequentemente, o aumento brusco da
glicemia e insulinemia pos-prandial (aumento do nivel de glicose no sangue apoés as
refeicbes). Os inibidores desta enzima sdo exemplos de antidiabéticos orais. A
acarbose € um exemplo de inibidor da alfa-glucosidase, pois atua na inibicdo das
enzimas digestivas, retardando a absorcdo de glicose, e diminuindo, assim, as
chances de pacientes com problemas de intolerancia a glicose tornarem-se diabéticos.
Em contraponto, o uso deste medicamento causa efeitos adversos como flatuléncia,
dor abdominal e diarreia durante sua administracdo. Assim, o estudo de compostos
presentes naturalmente em frutas, nos ultimos anos, esta sendo bastante estudados,
visando um efeito antidiabético sem reacdes adversas aos usuarios deste tipo de
medicamento (Cheng et al., 2004; Yamagishi et al., 2009; Weinert et al., 2015).).

Assim, 0 objetivo deste estudo foi determinar a composi¢cao quimica e nutricional
das pequenas frutas amora-preta (cultivares Tupy e Xingu), mirtilo (cultivar O’Neal) e
morango (cultivar Camarosa e acesso 2011-6011), além de verificar a capacidade de
inibicdo destas frente as enzimas digestivas alfa-glicosidade e alfa-amilase e suas

atividades antioxidantes frente a diferentes radicais.

2. Material e Métodos
2.1 Padrdes e reagentes
Os reagentes foram adquiridos de diferentes fornecedores. Radical 2,2- ifenil-1-

picrilidrazilo (DPPH) D9132, tampao fosfato (pH 7,0), a-glicosidase (tipo | da levedura
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de padeiro) G5003, 4-nitrofenil-a-D-glucopiranosideo (PNP-G) N1377, a-amilase (do
pancreas porcino) A6255, cianidina-3-O-glicosideo, reagente de Folin-Ciocalteu
V0S0427, &cido gdlico, quercetina, catequina, carbonato de sodio, amido, sal
dissédico de acido etilenodiaminotetracético (EDTA-Na), sulfato de ferro hepta-
hidratado, acido salicilico, sulfanilamida, dicloridrato de n- (1-naftilo), etilenodiamina,
nitroprussiato de sédio (SNP) foram obtidos da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EUA). Etanol, acetona, metanol, acetonitrila, acetato de etila e &cido cloridrico foram
adquiridos da empresa VETEC (Duque de Caxias, RJ, Brasil). lodo, iodeto de
potassio, peréxido de hidrogénio, hidréxido de sbdio, cloreto de aluminio, nitrito de

sadio e 4cido fosforico foram adquiridos da empresa Synth (Diadema, SP, Brasil).

2.2 Aquisi¢cao da amostra

Foram utilizadas frutas de amora-preta, das cultivares Tupy e Xingu, de morango,
da cultivar Camarosa e acesso 2011-6011, provenientes do campo experimental da
Embrapa Clima Temperado, RS, Brasil, e mirtilo, da cultivar O’'Neal, proveniente de
uma propriedade particular, no Passo da Micaela, Pelotas, RS, Brasil. Foram
coletadas frutas de dois ciclos produtivos (2016 e 2017), completamente maduras, de
forma a se obter uma amostra representativa. As frutas foram selecionadas
considerando-se a auséncia de lesdes e infec¢cdes visiveis, além de uniformidade de
cor e tamanho. Apés, as frutas foram congeladas a uma temperatura de — 20 °C e
posteriormente liofilizadas em liofilizador (Liobras - L101), sendo, em seguida,
trituradas em moinho de bolas (Marconi - MA 350) e armazenadas em ultra- freezer (-

80°C) até o momento de analise.

2.3 Preparacédo dos extratos

As amostras de frutas liofilizadas foram pesadas em tubos falcon e extraidas
utilizando etanol 98 % (concentracdo de 500 mg / mL de fruta fresca). Apos, foram
homogeneizadas utilizando homogeneizador Ultra-Turrax (Ika, Artur Nogueira, S&o
Paulo, Brasil). Posteriormente, realizou-se a filtracdo utilizando filtros de papel
(Whatman no 4), e armazenadas a -20 °C, protegidas da incidéncia de luz até a

analise. As extracdes foram realizadas em triplicata.
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2.4 Caracterizacao fisico-quimica
2.4.1 Determinacgéo de pH

A andlise foi realizada conforme a metodologia descrita pelo Instituto Adolf Lutz
(2008), com adaptacOes. Para tal, foram pesadas 10 g de amostra, in natura, e
dissolvidas em 100 mL de &gua deionizada, agitando em agitador magnético. Apés,
procedeu-se a leitura direta em pHmetro. A analise foi realizada em triplicata.

2.4.2 Acidez total ou acidez titulavel

A andlise foi realizada conforme metodologia descrita pelo instituto Adolf Lutz
(2008) com adaptacdes. Com o auxilio de uma centrifuga doméstica, foi preparado um
suco a partir da fruta, in natura. Foram transferidos 10 mL da amostra para um béquer
e a mesma sera titulada com a solugao de NaOH 0,1N em agitador magnético, até pH
8,1 (titulagdo potenciométrica). A analise foi realizada em triplicata. Os resultados

foram expressos em g% de acido citrico.

2.4.3 Determinacdo de matéria seca

A analise foi realizada conforme metodologia descrita pelo instituto Adolf Lutz
(2008) com adaptacdes. As amostras, in natura, foram cortadas, com o auxilio de uma
faca, e pesadas em placa de Petri. As capsulas foram taradas e anotou-se 0 peso.
Nas capsulas foram pesados 5 g de amostra, e apos levou-se levadas a estufa, sem
a tampa. As mesmas serao retiradas da estufa apds 6 horas, e apos esfriar, foram

pesadas. Os resultados serdo expressos em umidade por cento.

2.4.4 Determinacédo de Cinzas

A analise foi realizada conforme metodologia descrita pelo instituto Adolf Lutz
(2008) com adaptacdes. Os cadinhos foram pesados, e seus pesos anotados. Apos,
pesou-se 1g de amostra nos cadinhos e os mesmos foram levados ao forno do tipo
mufla a 300°C por 30 minutos. Em seguida, a temperatura foi aumentada lentamente
até 600°C, e a amostra foi mantida nesta temperatura por 4h. Retirou-se 0s mesmos
do forno mufla, deixou-se esfriar, e as capsulas foram novamente pesadas. A andlise

foi realizada em triplicata. Os resultados foram expressos em cinzas por cento.
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2.4.5 Determinacdo de Lipideos

A andlise foi realizada no extrator de gordura ANKOM*™1® conforme descrito no
manual do equipamento. Bolsas de filtro em branco foram pesadas, e apds, pesou-se
cerca de 2g de amostra liofilizada nas mesmas. As bolsas de filtro foram levadas a
estufa em uma temperatura de 102 °C para remover a umidade. Apés, foram inseridas
no equipamento, por um tempo de extragdo de 60 minutos. As bolsas foram removidas
do aparelho, levadas novamente a estufa a uma temperatura de 102 °C por 30 minutos
para secagem, e pesadas. A andlise foi realizada em triplicata. Os resultados foram
expressos em gordura bruta por cento.

2.4.6 Determinacédo de Fibra Bruta

A analise foi realizada no analisador de fioras ANKOM A2000, seguindo as
orientacdes descritas no manual do equipamento, e a metodologia proposta por
Gomes et al. (2001). A andlise foi realizada em triplicata. Os resultados foram

expressos em fibra bruta por cento.

2.4.7 Determinacédo de solidos soluveis (°Brix)
A analise foi realizada conforme a metodologia descrita pelo Instituto Adolf Lutz
(2008), com adaptacbes. Gotas da amostra foram adicionadas ao prisma do

equipamento. Foi feita a leitura direta no mesmo. A analise foi realizada em triplicata.

2.5 Composicdo quimica
2.5.1 Compostos fendlicos totais

O conteudo fendlico total foi determinado conforme o método de Folin-
Ciocalteau, adaptado de Swain e Hillis (1959). Brevemente, uma aliquota de 50 ul do
extrato ou controle (50 ul de etanol 98 %) foram combinados com 50 ul de reagente
Folin-Ciocalteau 0,25 N. Apds 3 min de reacéao, foram adicionados 100 pl de Na,CO3
(1 N) e as misturas foram incubadas durante 2 h a temperatura ambiente. Apos,
procedeu-se a leitura em leitora de placas (Spectra Max 190 - Molecular Devices) em
um comprimento de onda de 725 nm. Os resultados foram expressos como
equivalentes de acido galico (GAE 100 g de peso fresco) utilizando uma curva padréo

de acido galico (0 - 1 mg ml%).
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2.5.2 Antocianinas totais

As antocianinas totais foram determinadas conforme método descrito por Fuleki
e Francis (1968). Para tal, uma aliquota de 20 uL do extrato ou controle (20 yL de
etanol) foram combinadas com 230 pL de etanol acidificado (p / v 85:15 etanol P.A.
para HCI 1.5 N). Deixou-se reagir por 30 minutos em ambiente protegido da luz e
procedeu-se a leitura em leitora de placas (Spectra Max 190 - Molecular Devices) em
um comprimento de onda de 535 nm. A concentragéo de antocianinas foi calculada

utilizando a curva padréo para cianidina-3-glicosideo (0 — 1 mg / mL™1).

2.5.3 Flavonoides Totais

O teor de flavonoides totais é determinado de acordo com o método proposto
por Zhishen et al. (1999), com adaptacbes. A uma placa de 96 pogos foram
adicionados 120 uL de agua destilada, 30 uL de cada extrato separadamente, 9 uL de
NaNO: e aguardou-se reagir por 5 minutos. Apds adicionou-se 9 pL de AICl3, e
aguardou-se reagir por 6 minutos. Apos este tempo, adicionou-se 60 yL de NaOH 1
mol/L e 72 pyL de agua destilada. Apds, procedeu-se a leitura em leitora de placas
(Spectra Max 190 - Molecular Devices) em um comprimento de onda de 510 nm. A
concentracdo de flavonoides totais foi calculada utilizando a curva padrdo de

catequina (0 — 1mg / mL™1).

2.6 Atividade antioxidante e inibicdo das enzimas alfa-amilase e alfa-
glicosidase

2.6.1 Geral

As atividades in vitro dos extratos de frutas frente as enzimas alfa-glicosidase
e alfa-amilase e a atividade antioxidante por captura dos radicais DPPH, hidroxila e
oxido nitrico foram determinadas por métodos espectrofotométricos utilizando uma
leitora de placas modelo Spectra Max 190 — Molecular Devices. Os valores de ICso
foram calculados utilizando pelo menos cinco concentracdes de cada extrato. O
percentual de inibicdo (1%) da enzima alfa-glicosidase e atividades antioxidantes pelos

métodos citados foi calculado utilizando a seguinte equacéo:

Acontrole - Aamostra

= X
I ) 100

controle
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Onde Acontrole € @ absorbéancia da reacéo do controle (contendo todos os reagentes
exceto o0 extrato) e Aamostraple € @ absorbancia do extrato testado na mistura de
reacao.

O percentual de inibicédo (1%) para o ensaio do potencial anti-hiperglicémico

através da enzima alfa-amilase foi calculada utilizando a seguinte equacao:

(Acontrol - Abackgroundl) - (Asample - AbackgroundZ)
1% = 1 1 x 100
( control — “backgroundl )

Onde Acontrol € @ absorbéancia de 100 % da atividade da enzima (+ enzima - inhibitor);
Asample € 0 teste da amostra (+ enzyme + inhibitor); Abackground1 € @ absorcédo do amido
devido a reducéo do agucar (-enzyme — inhibitor) € Abackgroundz € 0 inibidor + o amido (-

enzyme + inhibitor).

2.6.2 Inibicdo da alfa-glicosidase

A inibicdo da enzima alfa-glicosidase foi determinada utilizando o procedimento
descrito por Vinholes et al. (2011) com algumas adapta¢cdes. Foram adicionados 10 pl
de extrato enzimatico em 50 pl de substrato p-nitrofenil-a-D-glicopiranosidio 3,25 mM
(diluido em tampé&o fosfato pH 7,0). A reacao iniciou-se pela adicdo de 50 pl da enzima
(9,37 U mL* diluida em tampéo fosfato, pH 7,0); a mistura foi incubada a 37 °C por 10
min e procedeu-se a leitura em leitora de placas Spectra Max — Molecular Devices em

um comprimento de onda de 405 nm, imediatamente apds o término da reacgao.

2.6.3 Inibicdo da alfa-amilase

A atividade frente a enzima alfa-amilase foi avaliada utilizando o procedimento
descrito por Satoh et al. (2015) com algumas adaptacdes. O mix de reacdo foi
composto de 15 ul de amostra, 50 ul de tampao fosfato (pH 7,0) e 12,5 uyl da enzima
alfa-amilase (241,71 U 62 mL™1), seguido de incubacé&o por 5 minutos a 37 °C. A reagéo
iniciou-se com a adigao de 62,5 yl de amido soluvel como substrato, seguida de
incubacdo por 15 minutos a 37°C. Para cessar a reacao utilizou-se 12,5 yl de acido
cloridrico 1 M. Para a formacéo de cor, adicionou-se 25 pl da solugéo de iodo (0,005
M) + iodeto de potassio (0,005 M). A leitura de absorbéancia foi feita em microplacas
de poliestireno contendo 96 pocos (Spectra Max 190 - Molecular Devives) a um

comprimento de onda de 690 nm.
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2.6.4 Atividade sequestrante do radical 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)

A capacidade de doacao de atomos de hidrogénio pelos compostos presentes
nos extratos foi determinada por métodos ja citados na literatura com algumas
adaptacoes (Vinholes et al., 2011; Vinholes et al., 2014). Para tal, em uma microplaca
de 96 pocos foi adicionado 25 L de solugdo de amostra (ou etanol, no caso do branco)
e 250 pL de solucdo de DPPH 0.6 mM. As placas foram agitadas e incubadas no escuro
por 30 minutos e posteriormente foi realizada leitura em leitora de placas Spectra Max
190, em comprimento de onda de 515 nm.

2.6.5 Atividade sequestrante do radical hidroxila

A capacidade de captura do radical hidroxila foi determinada de acordo com a
metodologia proposta por Vinholes et al., (2014) com adaptacdes. A uma placa de 96
pocos foram adicionados 25 pL de extrato, 110 pL de solucdo de sulfato de ferro
heptahidratado 8 mM, 50 pL de solucdo de peroxido de hidrogénio 7,18 mM, e
posteriormente 74,2 L de solucdo de acido salicilico 3 mM. A placa foi agitada e
incubada durante 30 minutos em uma temperatura de 37°C e ap0s procedeu-se a
leitura em leitora de placas Spectra Max 190, em um comprimento de onda de 515

nm.

2.6.6 Atividade sequestrante do radical 6xido nitrico

A capacidade de captura do radical 6xido nitrico foi determinada de acordo com
o procedimento descrito por Vinholes e al., (2011). A uma placa de 96 pocos foram
adicionados 50 pL de nitroprussiato de sédio (SNP 20 mM) e 50 uyL do extrato. A
mistura foi incubada em temperatura ambiente, sob efeito de luz por 60 minutos. Apds,
foi adicionado 50 pL de solugéo de acido fosforico 2% e 50 uL do reagente de Griess.
A microplaca foi incubada durante 10 minutos no escuro a temperatura ambiente e
apos procedeu-se a leitura em leitora de placas Spectra Max 190, no comprimento de
onda de 562 nm.
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2.7 Andlise estatistica

Analises fisico-quimicas, compostos fendlicos totais, antocianinas totais e
flavonoides totais, atividade antioxidante, e atividades enziméaticas foram submetidos
a analise de variancia (ANOVA) pelo teste de t com 5% de significancia, com o auxilio
do software STATISTICA verséo 6.1 (StatSoft, Franca).

A atividade (ICso) dos extratos e fracdes das pequenas frutas foram expressos
em mg / ml, e analisados através do programa GraphPad Prism. As analises foram
realizadas em triplicata (n = 3) e expressas como + média do erro padrao utilizando o
programa Microsoft Excel.

3. Resultados e Discussao
3.1. Caracterizagao fisico-quimica

No presente estudo (Tabela 1), houve variagao da acidez de 0,582 % a 1,062
%, sendo que a safra 2017 obteve os teores mais elevados. O pH variou de 2,955 a
3,717, sendo este mais elevado no ciclo produtivo 2016. Os sdlidos soluveis variaram
de 4,800 a 12,367, e com excecdo da cultivar Tupy, que apresentou maiores
concentragdes no ciclo produtivo 2016, as demais frutas apresentaram concentracoes
maiores no ciclo 2017. A umidade variou de 82,074 % a 91,520 %, sendo que as
cultivares de amora-preta Tupy e Xingu apresentaram percentual de umidade maior
na safra 2016, e as demais nao diferiram entre os ciclos produtivos. O percentual de
cinzas variou de 0,143 a 0,465, ndo havendo diferenca significativa entre os ciclos
produtivos, com excec¢ao da cultivar O’Neal, que apresentou os melhores resultados
no ciclo produtivo 2016. Gorduras totais (variacdo de 0,10 a 0,18) e Fibra bruta
(variacédo de 0.886 a 3.197) ndo apresentaram diferenca estatistica significativa entre
os dois ciclos produtivos.

Ornelas-Paz et al. (2013) avaliaram parametros de qualidade de morangos em
diferentes estadios de amadurecimento, encontrando valores que variam de 6,6 a 9,0,
valores de acidez 1,2 a 0,7 e pH de 3,39 a 3,80. Os valores encontrados neste estudo
para morangos sao semelhantes aos encontrados na literatura. Todos os atributos de
gualidade de morangos sdo altamente influenciados pelo amadurecimento. Como
fruta ndo-climatérica, os morangos devem ser colhidos em plena maturacédo, uma vez
gue nao desenvolvem atributos de qualidade adequados para o consumo in natura.

Este amadurecimento é afetado por fatores como cultivar e do modo de cultivo, dentre
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outros fatores, o que explica as diferencas entre as duas cultivares avaliadas.
Giampierri et al. (2012) afirmaram em seus estudos que o morango possui 90,95 %
de umidade, 0,30 % de gorduras totais, 2,00 % de fibras e 0,40 % de cinzas. Os
parametros de umidade e cinzas corroboram com os encontrados no estudo. Os
valores para gordura e fibras foram menores do que os encontrados pelos autores.

Hirsch et al. (2012) avaliaram diferentes cultivares de amoras-pretas da regido
sul do Brasil encontrando valores de acidezentre 1,30 a 1,58 (% de &cido citrico), pH
variando de 2,78 a 3,08, e solidos soluveis entre 7,3 a 10,2, teores semelhantes aos
encontrados neste estudo. As concentracdes lipideos (0,15 a 0,30 %) encontrada
pelos autores corrobora com as encontradas neste estudo, e o teor de fibras (5,5 a
5,8 %) encontrado pelos mesmos € mais elevado ao encontrado no presente estudo.
A umidade (84,8 a 89,2) foi semelhante ao quantificado neste estudo, e o teor de
cinzas (0,27 a 0,49) mais elevado.

Souza et al. (2014) avaliaram a composi¢cdo quimica de mirtilos provenientes
do Brasil, encontrando valores de acidez variando de 2,56 a 3,15 (% acido citrico), pH
de 3,64 e teor de sélidos soluveis de 14,67. O valor de pH corrobora com o encontrado
neste estudo, e o teor de acidez e solidos soluveis encontrados foram menores. Os
mesmos autores também citam que o mirtilo possui umidade de 87,7 %, teor de
lipideos de 0,19 %, teor de fibras de 1,9 % e teor de cinzas de 0,08 %. Os teores de
umidade, gorduras e cinzas sdo semelhantes ao encontrado neste estudo, e o teor de

fibras ligeiramente menor.
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Tabela 1. Acidez, pH, solidos sollveis, umidade, cinzas, gorduras totais e fibras contidos em cultivares de amora-preta, morango e mirtilo, em dois ciclos

produtivos
Ciclo Cultivar Acidez (% pH Solidos Umidade (%) Cinzas (%) Gorduras Fibras (%)
Produtivo de acido Solaveis Totais (%)
citrico)

Tupy 0,582 3,527 + 10,267 + 88,529 + 0,439 + 0,11 + 0,0042 2,683 =

+0,685" 0,015 0,208? 0,3942 0,008 0,2882

Xingu 0,914 + 3,184+ 9,233 +0,153° 84,074 * 0,446 + 0,10 £ 0,0042 2,931+

0,274 0,050 0,170 0,0122 0,063?

2016 2011-6011 0,659 + 3,717+ 3,933+0,153° 91,261 + 0,329 + 0,18 £+ 0,0022 1,057 +

0,261° 0,004 0,139 0,0112 0,063?

Camarosa 0,760 * 3,403+  4,800+0,173" 91,461 + 0,375+ 0,17 + 0,0062 0,886 +

0,529° 0,0042 0,029 0,010 0,0832

O’Neal 0,600 + 3,360 + 9,833 +0,058% 84,117 + 0,143 + 0,15 £ 0,008% 1,681 +

0,364° 0,0012 0,196 0,005 0,1962

Tupy 1,062 + 3,230+ 9,467 +0,153° 86,641 * 0,394 + 0,11 + 0,0062 2,804 +

0,561 0,165° 0,265° 0,038?2 0,4782

Xingu 1,028 + 2,955 + 10,067 * 82,741+ 0,465 + 0,11 +0,0212 3,197 +

0,5722 0,017° 0,058?2 0,369° 0,0112 0,201

2017 2011-6011 0,915 + 3,545+ 6,433 +0,115° 91,407 + 0,364 + 0,18 £+ 0,005% 1,018 +

0,836° 0,004° 0,0742 0,015 0,0292

Camarosa 1,041 + 3,311+ 6,467 £ 0,058 91,520 + 0,369 + 0,18 + 0,007 0,915 +

1,032 0,024 0,3442 0,0112 0,0502

O’Neal 0,649 + 3,163 + 12,367 83,910 + 0,155 + 0,16 + 0,007 1,469 +

0,3322 0,099° 0,058?2 0,1542 0,025° 0,0652

* Letras minusculas diferentes na coluna indicam diferenca estatistica.

**Resultados expressos em média + desvio padrao.
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3.2 Composicao quimica
3.2.1 Compostos Fendlicos totais, antocianinas totais e flavonoides totais
Os extratos etandlicos apresentaram teores significativos de compostos
fendlicos totais, antocianinas totais e flavonoides totais (Tabela 2). A concentragéo de
compostos fendlicos totais variou de 1256,71 a 2812,11 mg de acido galico / 100 g de
fruto fresco, sendo que o ciclo produtivo 2016 apresentou as concentragcfes mais
elevadas, com excecdo da amora-preta da cultivar Tupy, que apresentou maior
concentragao no ciclo 2017. O teor de antocianinas totais entre as cultivares de amora-
preta Tupy e Xingu e de mirtilo da cultivar O’'Neal do ciclo produtivo 2016 apresentou
as concentracbes mais elevadas (variacdo de 124,84 a 202,21 mg de cianidina-3-
glicosideo / 100 g) e os gendtipos de morango apresentaram concentragcdo mais
elevada na safra 2017 (variagéo de 55,50 a 77,25 mg de cianidina-3-glicosideo / 100g).
A concentracao de flavonoides totais foi mais alta no ciclo produtivo 2017 (variacédo de
46,29 a 118,94 mg de catequina / 100 g ), com excecado da cultivar de amora-preta
Tupy, que apresentou concentragcdo mais elevada na safra 2016 (128,48 mg de
catequina/ 100 g).
As pequenas frutas ricas em compostos fendlicos, incluindo flavonoides e
antocianinas em muita atencao devido ao seu papel positivo na saude humana e na
prevencao de doencas. A estes compostos € atribuida a alta capacidade de
eliminacao de radicais livres medida por ensaios in vitro e in vivo (Veberic et al., 2014).
Dentre as frutas estudados, os maiores teores de compostos fendlicos foram
dos morangos, da cultivar camarosa, seguido do mirtilo, e amora-preta. A fruta que
apresentou maior teor de antocianinas totais, nos dois ciclos produtivos avaliados
foram as amoras-pretas, seguidas do mirtilo e do morango. Os flavonoides totais foram
variaveis em todos 0s genotipos testados, sendo que no ciclo produtivo 2016 o maior
teor foi para a amora-preta, da cultivar Tupy e no ciclo produtivo 2017, o mirtilo. De
forma geral, os dois ciclos produtivos diferiram estatisticamente em relacdo ao teor de

compostos fendlicos totais, antocianinas totais e flavonoides totais.
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Tabela 2. Compostos fendlicos totais (CFT), antocianinas totais (AT) e flavonoides totais (FT) dos
gendtipos de morango, amora-preta e mirtilo nos dois ciclos produtivos.

Amostra Ciclo Produtivo
2016 2017
Tupy 1305,04 + 0,025 1256,71 + 0,003°
CFT* Xingu 1674,27 + 0,051° 1855,00 + 0,051?
O’Neal 2175,80 + 0,035% 1917,41 + 0,046°
Camarosa 2812,11 + 0,033 2659,00 + 0,061°
2011-6011 1840,20 + 0,0212 1827,00 + 0,011°
Tupy 202,21 + 0,0372 140,25 + 0,015°
Xingu 124,84 + 0,0372 140,93 + 0,0252
AT O’Neal 154,14 + 0,0072 150,95 +0,101°
Camarosa 60,08 + 0,005° 77,25 £ 0,004
2011-6011 55,50+ 0,006° 65,93 + 0,002?2
Tupy 128,48 + 0,001 82,03 +0,011°
Xingu 92,09 +0,011° 104,54 +0,0152
[ e O’Neal 93,04 £ 0,014° 118,94 + 0,016
Camarosa 48,88 + 0,003° 83,65 + 0,0212
2011-6011 46,29 +0,011° 59,69 + 0,027

* Compostos fendlicos totais (CFT) expressos como mg acido galico (100 g de peso fresco);
** Antocianinas totais (AT) expressas em mg de cianidina-3-glicososideo (100 g peso fresco);
*** Flavonoides totais (FT) expresso em mg de catequina (100 g peso fresco).

Letras minusculas diferentes na linha indicam diferenca estatistica em relacdo a variavel ciclo
produtivo.

Huang et al. (2012) avaliou o teor de compostos fendlicos totais, antocianinas
totais e flavonoides totais de morango, amora-preta e mirtilo. Os teores de compostos
fendlicos totais para mirtilo, amora-preta e morango foram de 944,00, 558,00 e 272,00
mg de acido galico em 100g de fruta fresca, respectivamente. O teor de flavonoides
totais encontrado pelos autores para mirtilo, amora-preta e morango foram de 3608,00,
1183,00 e 704,00 mg em 100g de fruta fresca, respectivamente, teores maiores do
gue os encontrados neste estudo. O teor de antocianinas totais encontrado para
mirtilo, amora-preta e morango foramde 2438,00, 399,00 e 116,00 mg em 100 g de fruta
fresca, respectivamente, resultados superiores aos encontrados no estudo.

A composicdo quimica de frutas é afetada por diversos fatores, dentre eles o

clima, solo, cultivar, dentre outros fatores. O solvente utilizado na extragdo também é
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de suma importancia. Estes fatores podem explicar as diferengas encontradas entre

as frutas estudadas e os resultados encontrados na literatura.

3.2.2 Atividade antioxidante e inibicdo das enzimas alfa-glicosidase e alfa-
amilase

As pequenas frutas estudadas (Tabela 3) obtiveram atividade antioxidante
frente a todos os radicais testados, com excec¢do do gendtipo de morango2011-6011
para o radical 6xido nitrico, nos dois ciclos produtivos e para o radical DPPH no ciclo
produtivo 2016. Os valores de ICsp para captura do radical DPPH variaram de 108,42
239,47 mg / mL, sendo que o mirtilo da cultivar O’'Neal (108.42 mg / mL) apresentou
os melhores resultados. A acarbose ndo promoveu a captura do radical em nenhuma
concentracdo testada, enquanto a quercetina apresentou inibicio em uma
concentragdo 3 vezes menor do que o a fruta com melhor resultado (mirtilo). Em
relacdo a captura do radical hidroxila (OH), os valores de ICso variaram de 10,55 a
217,94 mg / mL, sendo que a fruta que apresentou maior captura foi 0 morango, do
acesso 2011-6011 (10,55 mg/ mL) e a amora-preta da cultivar Tupy (60,55 mg / mL),
ambos do ciclo produtivo 2017. A acarbose e a quercitia ndo promoveram a captura
do radical em nenhum dos ciclos produtivos. O ICsp para a captura do radical 6xido
nitrico (ON) variou de 14,54 a 217,95, sendo que os melhores resultados foram
observados na cultivar de amora-preta Xingd, em ambos os ciclos produtivos, com
valores de 14,54 e 15,01 mg / mL para os ciclos 2016 e 2017, respectivamente. A
guercetina e a acarbose ndo promoveram a captura do radical em nenhumdos ciclos
testados.

Estudos que avaliem atividade antioxidante destas pequenas frutas frente ao
radical 6xido nitrico sdo escassos, porém muito importantes, ja que o 6xido nitrico é
frequentemente detectado nos locais onde ocorrem processos inflamatérios. O
mesmo exerce influéncia em varias fungdes, incluindo vasodilatacao,
neurotransmissao, plasticidade sinaptica e memdria no sistema nervoso central, no
entanto, em condicbes patoldgicas, ha uma superproducdo do radical, que pode
mediar efeitos toxicos, como fragmentacdo de DNA, dano celular e morte celular
neuronal. O mesmo também apresenta neurotoxicidade e atua como um mediador
patolégico em processos fisiopatolégicos, como isquemia cerebral, epilepsia, doenca

de Alzheimer, doenca de Parkinson e outras doengas neurodegenerativas. Da mesma
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forma, o estudo na captacdo do radical hidroxila é igualmente importante, devido ao
mesmo ser a principal espécie reativa de oxigénio que induz a peroxidacao lipidica e
outros danos biolégicos no organismo (Sumanont et al., 2004; Hazra et al., 2010).

Emrelacédo a inibicdo das enzimas digestivas, os gendtipos de pequenas frutas
nao atingiram a inibicdo de 50 % da enzima a-amilase, sendo entéo calculado o ICss.
As concentracdes de inibicdo de 25 % do radical variaram de 0,99 a 487,17 mg / mL.
Os melhores resultados na inibigdo da enzima foram observados na cultivar Tupy, em
ambos o0s ciclos produtivos (0,99 e 14,16 para os ciclos 2016 e 2017,
respectivamente). Em comparacdo com os controles, a amora-preta da cultivar Tupy
e ciclo 2017 obteve inibicdo 7 vezes maior que a acarbose e 17 vezes menor que a
guercetina.

A concentracao de inibicdo de 50 % da enzima a-glicosidase (ICsp) variou de
(62,49 a 475,79 mg / mL), sendo que a cultivar de amora-preta Tupy do ciclo produtivo
2016 apresentou os melhores resultados (62,49 mg / mL), sendo estes melhores que
0s da quercetina, que nao apresentou inibicdo, e inibicdo 4 vezes menor que a
acarbose.

Existem evidéncias de que os polifendis podem modular a disponibilidade de
nutrientes atraves da inibicdo de enzimas digestivas envolvidas na quebra de lipidios
e amido, o que poderia influenciar no combate a obesidade e controle glicémico
(McDougall et al.,, 2008; McDougall et al. Stewart, 2009). Cheplick et al., (2010)
avaliaram atividade de extratos de diferentes cultivares de de morango frente as
enzimas a-amilase e a-glicosidase, encontrando uma inibicdo satisfatoria para a a-
glicosidase e baixa inibicao para a a-amilase. Ja Pallavi et al. (2010) em seu estudo
gue avaliou a atividade de extratos aquosos de morango frente a estas enzimas
observou um comportamento semelhante, ou seja, a inibicdo foi mais efetiva foi frente
a a- glicosidase, e inferior para a a-amilase. Neste estudo o comportamento dos
extratos foi semelhante, ndo sendo atingida a inibicdo de 50 % frente a alfa-amilase,
calculando-se, entéo, o ICxs.

Wang et al., (2012b) avaliou diferentes gendtipos de mirtilo frente a enzima a-
glicosidase, observando que a casca possuia uma atividade inibitéria da alfa-
glicosidase mais elevada do que a polpa em todas as amostras testadas,
demonstrando a importancia do consumo da fruta in natura para a promoc¢ao da saude.

Wu et al. (2017) avaliou diferentes cultivares de mirtilo quanto ao teor de
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compostos bioativos e atividade antioxidante e frente a enzima a-glicosidase verificando

forte inibicdo da enzima e correlagdo com a atividade antioxidante.



Tabela 3. Inibicdo da enzima alfa-amilase, expressa em ICzs e alfa-glicosidase, atividade antioxidante pela captura dos radicais DPPH, hidroxila

e oxido nitrico, expressas em ICsyo.

IC2s ICs0
Gendétipo a-amilase (mg/ a-glicosidase DPPH Hidroxila (mg/mL) Oxido Nitrico
mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
2011-6011 438,42 + 7,89 435,78 £+ 13,61 ND 86,51 + 16,39 ND
Camarosa 474,16 £ 20,97 469,12 + 18,49 201,10 + 13,28 217,94 + 18,25 217,95 + 18,25
2016 O’Neal 62,35+ 7,79 421,06 £ 16,66 108,42 + 16,99 124,30 + 24,11 124,30 + 26,52
Tupy 14,16 + 9,27 62,49 + 21,31 153,68 + 33,07 76,35 + 18,84 174,42 + 18,76
Xingu 407,78 £ 16,14 480,08 £ 9,29 239,47 + 23,52 104,84 + 23,63 1454 +11,31
2011-6011 487,17 = 8,05 475,79 17,87 226,21 + 28,56 10,55 + 20,07 ND
Camarosa 453,65 + 20,58 452,37 £10,96 125,04 + 32,10 106,46 + 31,57 124,82 + 31,82
2017 O’Neal 340,69 + 6,08 105,52 £ 10,69 181,03 £ 22,00 160,98 £ 23,90 160,98 * 23,90
Tupy 0,99 +4,79 301,60 + 17,56 199,63 £ 25,82 60,55 + 24,04 66,93 + 19,54
Xingu 228,19 + 23,65 166,57 £ 8,35 120,33 £ 30,49 145,60 £ 21,56 15,01 +£11,21
Controles positivos
Acarbose 7,13 £9,40 16,88 + 10,69 ND ND ND
Quercetina 17,52 + 4,26 ND 34,16 £ 31,96 ND ND

*ND — N&ao detectado

*Resultados expressos em média + desvio padrao.
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4. Concluséo
Os extratos de morango, principalmente da cultivar camarosa, amora-preta e

mirtilo possuem caracteristicas fisico-quimicas semelhantes as encontradas na
literatura, concentracfes significativas de compostos fendlicos, antocianinas e
flavonoides totais.

Com excecédo do acesso de morango 2011-6011 que n&o possui capacidade
de capturar o radical 6xido nitrico nos dois ciclos produtivos avaliados, e no ciclo
2016 para o radical DPPH, os extratos de frutas estudados possuem
atividade antioxidante frente a diferentes radicais livres.

As mesmas sao capazes de inibir as enzimas alfa-amilase e alfa-glicosidase,
de formas distintas, com destaque para a cultivar Tupy do ciclo 2017 que inibiu a a-
amilase em concentracdo 7 vezes mais baixa que a acarbose e 17 vezes mais baixa
gue a quercetina. Esta cultivar também se destacou na inibicdo da alfa-glicosidase,
no ciclo produtivo 2016, inibindo a enzima, ao contrario da quercetina, que Nao possuli

inibicdo, e apresentando um ICso para a enzima 4 vezes maior que a acarbose. A

ingestédo destas frutas ocasiona beneficios maiores do que a acarbose, que néo
possui atividade antioxidante frente a nenhum dos radicais livres testados. Os
resultados obtidos mostram que estas frutas podem auxiliar na prevencdo e

tratamento da DM2.
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Consideracfes Finais

Neste estudo pode-se esclarecer davidas acerca da atividade biolégicas das
mesmas, tanto através da revisdo da literatura, quanto na parte experimental
realizada. Obteve-se a caracterizacao quimica, atividade antioxidante e atividade
frente as enzimas alfa-amilase e alfa-glicosidase, bem como pode-se demonstrar
gue algumas destas variaveis séo significativamente afetadas pelo ciclo produtivo
avaliado, principalmente pelas condi¢ces edafoclimaticas.

Como complemento, sera adicionado a pesquisa a quantificacdo de compostos

fendlicos individuais, nos gendtipos em ambos os ciclos produtivos, por Cromatografia

Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (em fase de execucéo).
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