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RESUMO

A amora (Morus nigra L.), planta facilmente cultivada em jardins, é rica em compostos
fendlicos, entre eles flavonoides e antocianinas, 0s quais apresentam atividades
biolégicas e podem provocar alteracbes quimicas ou enzimaticas, impactando na
saude humana. Buscou-se neste trabalho verificar a composicéo nutricional e o perfil
fitoquimico do fruto, determinar o teor de compostos fendlicos e flavonoides em quatro
extratos brutos e fracdes, assim como verificar atividades biolégicas e avaliar
indicativo de toxicidade in vitro destes extratos e fracdes. Buscou-se ainda elaborar
um subproduto a partir do fruto. A fim de determinar a composicdo nutricional,
empregaram-se as andlises de umidade, cinzas, pH, acidez titulavel, lipideos,
proteinas e fibras em frutos maduros in natura. O teor de carboidratos e o valor
energético foram obtidos por meio de célculos matematicos. Para verificar o perfil
fitoquimico, realizou-se ensaio sistematico, seguido do isolamento e identificacdo de
substancias via cromatografia liquida de alta eficiéncia ou via ressonancia magnética
nuclear. Para quantificacdo de compostos fenodlicos e flavonoides foi empregado o
método de Folin-Ciocalteu e o método de Cloreto de Aluminio, respectivamente.
Quanto as atividades bioldgicas, trés métodos para avaliacdo da atividade
antioxidante foram utilizados, sendo eles, formagdo do complexo fosfomolibdénio,
reducdo do radical DPPH e formacdo espécies reativas do acido tiobarbiturico.
Adotou-se 0 método de impregnacdo em placas sangue de carneiro para avaliar a
atividade hemolitica e a determinacdo da concentracdo inibitéria minima para
atividade antimicrobiana. Para avaliar a toxicidade, empregou-se o teste in vitro frente
a Artemia Salina. Para elaboracdo de subproduto, foi proposta uma formulacdo de
pastilha com extrato incorporado. Observou-se que o fruto apresenta adequada
qualidade nutricional devido a baixa densidade energética, elevado teor de fibras e
compostos fendlicos. A analise dos extratos permitiu o isolamento e/ou identificacéo
das seguintes substancias: o alcool graxo 2,6 octacosa2,6-dien-1-ol e 0s compostos
fendlicos acido clorogénico, rutina, quercetina e kaempferol. Quanto as atividades
biolégicas, os extratos e as fracbes apresentaram atividade antioxidante pelos trés
métodos empregados. Nenhum extrato apresentou atividade antimicrobiana e apenas
a fracdo acetato de etila apresentou atividade hemolitica. A fracdo acetato de etila
também foi a Unica a apresentar indicativo de toxicidade in vitro. A partir dos
resultados, pode-se concluir que as amoras séo alimentos nutricionalmente ricos com
potencial para uso na promocéao da saude da populacao.

Palavras-chave: Morus nigra L. Amora. Compostos fendlicos. Antioxidante.



ABSTRACT

The mulberry (Morus nigra L.), a plant easily grown in gardens, has been studied as a
source of phenolic compounds, including flavonoids and anthocyanins, which have
biological activities and could improve the human health. The purpose of this work was
to verify the nutritional and phytochemical composition of this fruit, to evaluate the
content of phenolic compounds and flavonoids in four extracts and fractions, as well
as biological activities and evaluate the indicative of toxicity in vitro of these extracts
and fractions. It was also an objective of this study to elaborate a processed product
from this fruit. The nutritional composition of the fresh fruit was analyzed to determine
moisture, ash, pH, titratable acidity, lipid, protein, fiber, carbohydrate and energy value.
The phytochemical profile, was verified by systematic assay, in addition to the isolation
and identification of substances by high performance liquid chromatography, by
nuclear magnetic resonance or by mass spectrometry. Phenolic compounds and
flavonoids were analyzed through Folin-Ciocalteu and Aluminum Chloride methods,
respectively. The determination of antioxidant activity was performed by DPPH radical
scavenging activity, formation of phosphomolybdenum complex and thiobarbituric acid
reactive substances. Haemolysis assay was conducted by using sheep blood agar
plates and antimicrobial activity was verified by the determination of minimum inhibitory
concentration. The toxicity was evaluated by the brine shrimp lethality test. To
elaborate a candy bar, sugar and honey was added to the ethanolic extract with its
marc. According to these analysis, the fruit presented an adequate nutritional quality
due to low energy density and adequate amounts of fiber, in addition the presence of
secondary metabolites such as phenolic compounds and flavonoids. It was possible to
isolate and/or identificate the following substances: octacosa-2,6-dien-1-ol, a fatty
alcohol and chlorogenic acid, rutin, quercetin and kaempferol, belonging to the class
of phenolic compounds. Regarding the biological activities, all extracts and fractions
showed antioxidant activity. Extracts did not showed antimicrobial activity and only the
ethyl acetate fraction showed haemolytic activity. The ethyl acetate fraction was also
the only one to present indicative of toxicity in vitro. From these results, it can be
postulated that this mulberries have high nutritional value and that their potential on
health promotion could be explored.

Key-words: Morus nigra L. Mulberry. Phenolic Compounds. Antioxidant.
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1 INTRODUCAO

Uma dieta rica em frutas e hortalicas apresenta impacto direto sobre a saude
humana atuando principalmente nas doencas crénicas ndo transmissiveis (DNCT),
como doencas cardiovasculares, diabetes tipo I, doengcas neurodegenerativas e
alguns tipos de cancer (BERNAL et al., 2011). Sabe-se que o consumo de frutas e
hortalicas tem relacdo inversamente proporcional com a mortalidade por estas
doencas, apesar do mecanismo de acéo ainda nao estar bem definido ( LOCK et al.,
2005; JAIME et al., 2007; FU et al., 2011). Esses beneficios a saude vém sendo
atribuidos a presenca de metabdlitos secundarios denominados compostos
fitoquimicos, os quais apresentam atividades biolégicas e podem provocar alteracdes
organicas, quimicas ou enzimaticas, impactando na saude humana (BEECHER,
2003). O interesse por metabdlitos secundarios fez crescer o numero de pesquisas
com produtos naturais a fim de isolar e identificar estes compostos, e,
consequentemente, aumentar sua procura na forma de produtos farmacéuticos e/ou
suplementos. Este fato fez surgir o termo nutracéuticos, ou seja, metabdlitos
secundarios isolados de extratos de alimentos com efeitos sobre a satde (ESPIN et
al., 2007; JONES; KINGHORN, 2012).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria (ANVISA) ndo reconhece
o termo nutracéuticos. Os compostos isolados de alimentos e comercializados na
forma de produtos farmacéuticos (tabletes, comprimidos, drageas, pés, capsulas,
granulados, pastilhas, solucbes e suspensfes) sdo denominados Substancias
Bioativas, segundo a RDC n° 02 de 2002, a qual regulamenta a comercializacéo de
carotenoides, fitoesterdis, flavonoides, fosfolipidios, organosulfurados, polifendis e
probioticos (BRASIL, 2002).

Apesar dos compostos bioativos ndo serem considerados nutrientes,
apresentam importancia fundamental na manutencdo da saude. Estes compostos
estdo presentes em produtos naturais e, devido as atividades biolégicas que
apresentam, vem sendo cada vez mais estudados (COSTA et al., 2013)

Tanto as amoras, quanto os demais frutos do tipo berry, como cereja,
framboesa e mirtilo apresentam compostos bioativos, entre eles antocianinas, as

quais conferem coloracdo ao fruto. Frutos fortemente coloridos, séo relacionados
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como mais saudaveis em comparacdo a outros alimentos, principalmente em paises
orientais (LIN; TANG, 2007).

1.1HIPOTESE

A Morus nigra L. apresenta elevado teor de compostos fendlicos e a presenca

destes compostos pode ser responsavel por diversas atividades bioldgicas.

1.2 OBJETIVOS

1.2.10bjetivo Geral

Verificar a composicdo nutricional, o perfil fitoquimico e as atividades

bioldgicas dos frutos da Morus nigra L.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar os frutos da Morus nigra L. do ponto de vista fisico-quimico.

e Verificar os principais grupamentos quimicos presentes.

e Isolar, identificar e quantificar metabdlitos secundarios;

e Determinar o teor de compostos fendlicos e flavonoides totais e verificar a melhor
forma de extracdo destes compostos;

e Avaliar atividades biolégicas (atividade antioxidante, hemolitica e antimicrobiana);

e Verificar indicativo de toxicidade in vitro.

e Elaborar subproduto a partir dos frutos de Morus nigra L.
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1.3 JUSTIFICATIVA

Os frutos do tipo berry sdo uma das fontes mais importantes de metabdlitos
secundarios com potencial de promotores da saude (ZADERNOWSKI et al., 2005). A
literatura demonstra que estes frutos possuem elevados niveis de compostos
fendlicos, os quais apresentam atividades bioldgicas podendo proporcionar beneficios
a salude humana. Devido ao seu poder antioxidante, frutos do tipo berry séo
relacionados a reducdo de risco de doencgas cardiovasculares e a outros eventos
relacionados ao estresse oxidativo (KOCA; KARADENIZ, 2009). Frutos como a amora
preta (blackberry), o mirtilo (blueberry) e a framboesa (raspberry) s&o amplamente
disponiveis na América do Norte e na Europa (SEERAM, 2008). No Brasil, devido a
condicdes de cultivo, estes frutos apresentam alto custo e sdo pouco disponiveis para
0 consumo da populacdo. Uma boa opcao de substituicdo seria o uso das amoras
silvestres (mulberry), visto que sao facilmente cultivadas em quintais e jardins, n&o
necessitando de produtos quimicos como pesticidas e herbicidas, e apresentam
elevado teor de compostos fendlicos, podendo ser este, superior a outras espécies
similares (ZADERNOWSKI et al, 2005).

1.4 FLUXOGRAMA DE TRABALHO

A presente dissertacdo € composta de quatro capitulos, sendo o primeiro
destinado a revisao de literatura e os demais destinados aos métodos aplicados e
resultados obtidos. A FIGURA 1 demonstra o desenho experimental dos métodos

empregados neste trabalho. Cada método sera detalhado nos respectivos capitulos.
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CAPITULO | - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 ASPECTOS BOTANICOS E QUIMICOS

1.1.1 Familia Moraceae

A familia Moraceae apresenta cerca de 40 géneros e 1400 espécies, sendo
0s principais géneros: Morus, Maclura, Artocarpus, Ficus e Broussonetia. As espécies
da familia Moraceae estdo distribuidas por todo o mundo, principalmente em &reas
tropicais e subtropicais. Apresentam importancia econdmica devido a producéo
frutifera (Ficus, Morus e Artocarpus), ao uso na alimentacdo do bicho da seda (Morus
e Maclura), a producdo de papel (Morus, Maclura e Broussonetia) e moveis
(Broussonetia e Artocarpus) (ZHEKUN; GILBERT, 2003). Sdo fontes de metabdlitos
secundarios como xantonas, triterpenos e flavonoides (ROYER et al., 2010; ZEREGA
et al., 2005).

1.1.2 Género Morus

As amoreiras pertencem a ordem Urticales, familia Moraceae, género Morus,
sendo as espécies mais comuns a Morus alba, Morus nigra e Morus rubra
(BHATTACHARYA; RANADE, 2001; IMRAN et al., 2010; ERCISLI; ORHAN, 2008).
Entre o género Morus, as amoreiras Sao as espécies que apresentam maior
importancia medicinal (KUMAR; CHAUHAN, 2008).

Do ponto de vista botanico, as amoreiras podem ser tanto monoicas quanto
dioicas (KUMAR; CHAUHAN, 2008). O fato de serem dioicas faz com que haja maior
variabilidade genética entre as espécies de amora (AWASTHI et al., 2004). Diversos
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estudos apontam alta variabilidade genética entre amoreiras, mesmo entre as
cultivadas em uma mesma regidao (OZRENK et al., 2010). Quanto as diferencas
moleculares entre as trés principais espécies, a Morus nigra e Morus rubra parecem
ser diferentes da Morus alba, sendo a Morus nigra a que apresenta menor variagao
morfoldégica, mesmo em &rvores cultivadas em condigBes ecoldgicas diferentes
(KAFKAS et al., 2008).

As flores sao verdes e a floracdo ocorre no Brasil entre agosto e setembro.
Os frutos apresentam forma cilindrica, medem aproximadamente 2cm de
comprimento e sdo considerados frutos agregados, ou seja, se originam de flores que
apresentam varios carpelos, nas quais as partes individuais sdo chamadas de
fruticulos. Para a formacéao dos fruticulos, as corolas tornam-se espessas por adquirir
substancias de reserva como acucares e certos acidos organicos. As sementes
apresentam coloracdo variando de amarela a marrom de acordo com a espécie e
podem medir até 3mm. O cerne é duravel e as folhas sdo deciduas e isentas de
espinhos (KOYUNCU et al., 2004; BARBOUR et al., 2001; RAVEN et al., 2007; FERRI,
1990).

A amoreira (Morus sp.) é uma arvore originaria da Asia que apresenta facil
cultivo, sendo encontrada em quase todo o mundo j& que pode se adaptar a uma
grande variedade de condicfes de cultivo (ZHAO et al., 2005). No Brasil, parece ter
sido introduzida desde o periodo colonial (ALMEIDA, 2002; KUMAR; CHAUHAN,
2008). Pode crescer em diversos tipos de solo tolerando tanto solos Umidos quanto
secos (MOHIUDDIN et al., 2011). A temperatura ideal para crescimento varia entre 24
e 29°C e a umidade entre 65 a 80% (KUMAR; CHAUHAN, 2008), contudo, a planta é
capaz de tolerar grande variacdo climatica, jA que se desenvolve bem tanto nos
hemisférios quanto nos tropicos. Tolera também diferentes altitudes, tendo bom
desenvolvimento desde regides ao nivel do mar até altitudes de 4.000 metros.
Entretanto, as diferentes condicdes de desenvolvimento podem influenciar a
composicdo quimica do fruto (ERCISLI; ORHAN, 2008; IMRAN et al., 2010).

Em alguns paises como China e india as amoreiras sdo principalmente
cultivadas como folhagens para a criacdo do bicho-da-seda (Bombyx mori L.) j& que
as folhas da amoreira servem de alimento para este animal (ERCISLI; ORHAN, 2007,
IMRAN et al., 2010; HU et al., 2011). Contudo, em outros lugares do mundo, os frutos

também sdo bastante consumidos, seja na forma in natura ou processados (ERCISLI;
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ORHAN, 2007). As folhas sdo também utilizadas no preparo de chas e até na
alimentacdo de ruminantes em alguns paises (KUMAR; CHAUHAN, 2008).

Segundo a medicina popular, a amoreira apresenta fun¢cées medicinais, sendo
os frutos podendo ser utilizados como laxativos, vermifugos, expectorantes, eméticos
e hipoglicémicos (ERCISLI; ORHAN, 2007). As raizes e cascas podem ser utilizadas
no tratamento de anemia, artrite, reumatismo, hipertensao e diabetes, além de terem
acdo expectorante e diurética (OZGEN et al., 2009; HU et al., 2011; NOMURA, 1999).

Plantas do género Morus sdo fontes de isoprenoides que apresentam
atividades biolégicas e farmacoldgicas (KUMAR; CHAUHAN, 2008), além de serem
otimas fontes de compostos fendlicos como flavonoides e antocianinas (CHEN et al.,
2005). Os compostos fendlicos dos frutos da Morus sp. foram associados a atividade
imunomoduladora por estimulo a producédo de esplendcitos em ratos (LIN; TANG,
2007). J& as antocianinas apresentaram acao anticancer por demonstrar efeito

inibitério na invasao de células pulmonares cancerosas A549 (CHEN et al., 2006)

1.1.3 Espécie Morus nigra L.

A Morus nigra L. é uma arvore nativa do oeste da Asia, mais especificamente
do Ird (ERCISLI; ORHAN, 2008). A arvore pode medir até 9m de altura, apresentando
folhas ovaladas, flores monoicas ou dioicas e frutos de coloracdo roxa a preta no
estadio maximo de maturacéo, medindo até 2,5cm e apresentando sabor levemente
acido (KUMAR; CHAUHAN, 2008; OZGEN et al., 2009). E considerada uma planta de
jardim, tolerando bem a poluicdo atmosférica (MOHIUDDIN et al.,, 2011,
HASSIMOTTO et al., 2007).

O QUADRO 1 a seguir traz o enquadramento taxonémico da espécie de

acordo com dois referenciais tedricos.



UNITED STATES DEPARTMENT MISSOURI BOTANICAL
OF AGRICULTURE (USDA) GARDEN (MOBOT)

Reino Plantae Plantae
Sub-reino Tracheobionta Tracheobionta
Superdivisdo Spermatophyta Spermatophyta
Divisdo Magnoliophyta Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida Equisetopsida
Subclasse Hamamelididae Magnoliidae
Ordem Urticales Rosales
Familia Moraceae Moraceae
Género Morus L. Morus L.
Espécie Morus nigra L. Morus nigra L.
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QUADRO 1 — ENQUADRAMENTO TAXONOMICO DA Morus nigra L.
FONTE: USDA - Plants Database (2012); MOBOT - Tropicos (2012)

Os frutos da Morus nigra L. ndo sdo facilmente encontrados para
comercializacdo in natura, sendo normalmente comercializados processados na
forma de sucos, geleias, caldas para sorvetes e licores. Dois fatores principais ditam
0 processamento deste fruto, o primeiro é o curto periodo de colheita que apresentam,
sendo este de aproximadamente dois meses e 0 segundo € a fragil estrutura que o
fruto apresenta o que, consequentemente, provoca uma baixa estabilidade de
estocagem. Em geral, as amoras podem ser estocadas por no maximo seis meses,
sendo o processamento, portanto, a melhor forma de disponibilizar o fruto por maior
tempo (HASSIMOTTO et al., 2007; ERCISLI; ORHAN, 2007; FAZAELI et al., 2011).
Além disso, outro atrativo para a industria alimenticia € o sabor mais &cido
apresentado pela Morus nigra em comparacao as outras espécies do género Morus
(KAFKAS et al., 2008).

FIGURA 2 — FRUTOS DA Morus nigra L.
FONTE: A autora (2013)
Nota: (a) Frutos em diferentes estadios de maturacéo. (b) Frutos maduros.


http://www.tropicos.org/Name/43000109
http://www.tropicos.org/Name/43000013
http://www.tropicos.org/Name/43000053
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Além do uso dos frutos na alimentagdo, diversas partes da arvore sao
utilizadas para fins medicinais pela cultura popular. As raizes, por exemplo, s&o
atribuidas acéo laxativa e vermifuga e sao utilizadas no tratamento de hipertenséo e
dores de dente. As folhas séo identificadas como capazes de reduzir os niveis de
glicose e colesterol sanguineos (VOLPATO et al., 2011; HUO, 2002), ja os frutos,
podem apresentar acao anticancer e ser utilizados no tratamento de leses bucais, na
contengdo de sangramento e na inflamacgdo (VOLPATO et al., 2011; OZGEN et al.,
2009; KUMAR; CHAUHAN, 2008).

A Morus nigra L. apresenta elevada quantidade de metabdlitos secundarios,
sendo 0s principais, pertencentes a classe dos compostos fendlicos, responsaveis
pela adstringéncia e sabor acido que o fruto apresenta (OZGEN et al., 2009). Quando
comparada as outras duas principais espécies do género Morus L., a Morus nigra
apresenta os maiores teores de compostos fendlicos totais e flavonoides (ERCISLI,
ORHAN, 2007). Quando comparada apenas a Morus rubra, apresenta maior
guantidade de antocianinas monoméricas, além de maior atividade antioxidante
(OZGEN et al., 2009). Devido a presenca destes metabdlitos secundarios, as amoras
tem sido estudadas para avaliar suas atividades biolégicas como antioxidante,
antiangiogénica, antibacteriana e antiviral, o0 que poderia levar a melhora a resposta
imune, melhora o perfil lipidico, reducdo da agregacdo plaquetéaria e melhora do
metabolismo hormonal (ZAFRA-STONE et al., 2007).

Quanto aos flavonoides presentes nos frutos de Morus nigra, trés foram
identificados via Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) por Pawlowska et al.
(2008), sendo eles, quercetina-3-O-rutnosideo, kaempferol-3-O-rutinosideo e
guercetina-3-glicosideo. Quatro antocianinas também foram identificadas via CLAE,
entre elas, cianidina-3-glicosideo, cianidina-3-O-rutinosideo, pelargonidina-3-
glicosideo e pelargonidina-3-O-rutinosideo (PAWLOWSKA et al., 2008). A morina,
outro flavonoide também isolado da Morus nigra, demonstrou em estudo in vivo com
ratos reducdo nos niveis teciduais de ciclosporina, um potente agente
imunossupressor e reducao da producdo de oxido nitrico (FANG et al., 2005). Pode-
se dizer que os frutos da Morus nigra sao pobres do ponto de vista qualitativo, visto
gque um numero mais limitado flavonoides € encontrado nos frutos. Contudo,
guantitativamente se torna um fruto rico, apresentando as antocianinas como
componente predominante (PEREZ-GREGORIO et al., 2011).
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Cinco é&cidos organicos, entre eles, malico, citrico, tartarico, oxalico, e
fumarico foram identificados nos frutos da Morus nigra, sendo o acido malico o
predominante, seguido pelo citrico e tartarico. O teor de acidos organicos é um fator
importante nas propriedades organolépticas dos frutos, contudo, este teor pode variar
de acordo com as condi¢des geograficas em que a arvore se desenvolve (KOYUNCU,
2004).

As atividades de raizes e principalmente folhas, sdo mais vastamente
estudadas que os frutos. A raiz da Morus nigra contém elevada quantidade de
monringa G e moringa M, lectinas capazes de se ligar a galactose e manose,
respectivamente. Estas proteinas apresentam atividade hemaglutinante (DAMME et
al., 2002). A partir das raizes, também foram identificados dois prenilflavonoides
isoméricos, mornigrol E mornigrol F (WANG. et al., 2009). Além disso, raizes e galhos
da Morus nigra apresentam oxiresveratrol, que apresenta efeito inibidor da enzima
tirosinase, que esta envolvida na formacéao da melanina (ZHENG et al., 2010).

Quanto as folhas, diversos estudos apontam para o efeito hipoglicémico por
elas apresentado. Em estudo com extrato aquoso de folhas da Morus nigra, Volpato
et al. (2011), verificaram que uma dose de 400mg/kg/dia ofertada a ratas Wistar
gravidas diabéticas e ndo diabéticas ndo apresentou efeitos hipoglicémicos, contudo
houve reducdo nas taxas de colesterol total, colesterol LDL (low density lipoproteins)
e triglicerideos. Foi observado também que a oferta do extrato aquoso elevou os niveis
sanguineos da enzima superoxido dismutase (SOD), demonstrando que o extrato das
folhas de Morus nigra apresenta acéo antioxidante (VOLPATO et al., 2011).

Compostos pertencentes a classe dos triterpenos e esteroides também foram
identificados nas folhas de Morus nigra, sendo eles germanicol, &cido betulinico e -
sitosterol, os quais apresentaram atividade antiiflamatéria em ratos (PADILHA et al.,
2010).
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1.2 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos atuam nos alimentos como pigmentos, precursores
de sabor e antioxidantes naturais. Esses compostos tem sido estudados para diversos
efeitos na satde humana como reduc¢éo da glicemia, reducéo do peso corporeo, acdo
anti-inflamatoria, anticarcinogénica, anti-idade e antitrombogénica (BERNAL et al.,
2011).

Sao originados do metabolismo secundario das plantas, sendo sua rota
biossintética originada do acido chiquimico e/ou das rotas dos poliacetatos. S&o
essenciais para o crescimento, reproducdo e pigmentacdo das plantas e tem sua
producao intensificada em situacdes de estresse como radiacdes ultravioleta (UV),
cortes, entre outros (ANGELO; JORGE, 2007; BERNAL et al., 2011).

Quimicamente, apresentam estruturas com pelo menos um anel aromatico e
um ou mais grupos hidroxila. Os compostos fendlicos podem apresentar moléculas
qgue variam de simples até as com alto grau de polimerizacdo. Nos vegetais, sao
encontrados na forma livre ou ligados a outras moléculas, principalmente a agucares,
como glicose, ramnose, galactose, xilose e arabinose (BRAVO, 1998). O
comportamento fisico quimico destes compostos é influenciado pelas caracteristicas
estruturais das moléculas (SANTOS-BUELGA et al., 2012).

Podem ser divididos em 19 subclasses, sendo elas apresentadas na FIGURA

3 a sequir.
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FIGURA 3 - SUBCLASSES DE COMPOSTOS FENOLICOS

FONTE: SANTOS-BUELGA (2012)

NOTA: a:fendis simples; b:acidos fendlicos; c:acidos hidroxicinamicos; d:cumarinas; e:naftoquinonas;
f:xantonas; g:estilbenos; h:antraquinonas; i:flavan-3-ols; j:flavonas; k:flavonols; I:flavononas;
m:antocianinas; n:isoflavonas; o:chalconas; p:taninos condensados; g:taninos hidrolisaveis; r:lignanas;
s:ligninas.

Entre os compostos fendlicos, os flavonoides séo os presentes com maior
frequéncia na dieta da populacdo, sendo encontrados principalmente em frutas,
vegetais, chas e vinhos (FANG et al., 2005). Estes compostos apresentam uma
estrutura comum composta por dois anéis aromaticos ligados por trés carbonos que
formam um heterociclo oxigenado, conforme pode ser observado da FIGURA 4. Mais

de 5.000 flavonoides ja foram identificados, sendo as subfamilias dos flavonoides
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definidas de acordo com as caracteristicas quimicas do anel pirano, podendo ser
classificados em antocianidinas, isoflavonas, flavonas, flavonois, flavononas,
chalconas e flavon-3,4-diol, os quais sdo responsaveis principalmente pela
pigmentacdo das frutas (LIN; TANG, 2007; GOSSLAU; CHEN, 2004; FRAGA,;
OTEIZA, 2011).

!

Anthocyanidin

(S @ Flavanol

@ c m i
Z o C

FIGURA 4 — ESTRUTURA BASICA DOS FLAVONOIDES
FONTE: FRAGA; OTEIZA (2011)

Os flavonoides presentes nos alimentos normalmente estdo na forma
glicosilada, ou seja, ligados a um acucar. Apresentam acao direta no sequestro de
radicais livres pela doacdo de elétrons ou transferéncia de moléculas de hidrogénio,
apresentando, portanto, atividade antioxidante e demonstram acgéo anti-inflamatoria,
sendo esta atribuida principalmente a modulacdo de citocinas. Os flavonoides
apresentam ainda atividade antiviral e anticarcinogénica, além de serem capazes de
proteger moléculas de LDL da oxidagéo e prevenir a agregacao plaquetaria. Pequenas
diferencas existentes entre o tipo de ligagdo com mondémeros, a isomeriza¢ao ou a

reducdo da polimerizacdo influenciam nas atividades biolégicas destes compostos.
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Quanto maior o numero de hidroxilas na molécula, por exemplo, melhor sera a
atividade antioxidante dos flavonoides via sequestro de radical (MLADENKA et al.,
2010; CALIXTO et al., 2004; PRIOR, 2003).

Dentre os flavonoides, a classe das antocianidinas € mais distribuida nos
alimentos. As antocianidinas sédo derivadas de sais flavilicos e apresentam estrutura
carbdOnica Cs-C3-Cs. As principais representantes da classe néo cianidina, delfinidina,
peonidina, petunidina, malvidina e pelargonidina, sendo que as diferencas
moleculares entre elas ocorrem pelo niumero de grupos hidroxila, nUmero de natureza
dos acucares ligados as moléculas, posicéo destas ligacdes e quantidade e natureza
de &cidos ligados aos agucares (KONG, 2003; WALLACE, 2011).

Nas plantas sdo encontradas na forma glicosilada, assim como a maior parte
dos flavonoides, recebendo a denominacéo de antocianinas. Os principais agucares
ligados as moléculas sao glicose, ramnose, xilose, galactose, arabinose e frutose.
Diversos estudos apontam que a atividade antioxidante das antocianidinas é maior
gue os respectivos glicosideos. Os fatores estruturais destes compostos interferem na
polaridade, estabilidade, potencial antioxidante de acdo como quelantes
(KAHKONEN; HEINONEN, 2003).

Dentre os pigmentos, a classe das antocianinas € a segunda mais abundante,
atribuindo coloracdo azul, roxa e vermelha aos vegetais, sendo que a coloracdo
vermelha ou azulada destes compostos em pH acido ocorre pela presenca de oito
duplas ligacfes conjugadas (PRIOR, 2003; WALLACE, 2011).

Além de serem responsaveis pela coloracao de frutos e flores, as antocianinas
exercem importante atividade antioxidante (MOHIUDDIN et al., 2011; KAHKONEN;
HEINONEN, 2003). Ja é reconhecido que as antocianinas exercem papel importante
na promocédo da saude. Grande parte dos estudos sobre as atividades bioldgicas das
antocianinas vem sendo realizados em ensaios in vitro ou in vivo em animais, sendo
que, melhora da capacidade visual, melhora da funcdo cognitiva, reducao do risco
cardiovascular, prevencéao contra certos tipos de cancer e influencia na obesidade ja
foram avaliados (ESPIN et al., 2007; CHEN et al., 2005). Alimentos ricos em
antocianinas sdo fortemente associados a reducéo do risco cardiovascular, sendo
gue, estudos in vitro ja demonstraram que este composto fitoquimico apresenta efeito
na funcdo endotelial e em marcadores pro-inflamatorios. Estudos in vivo incluindo
pacientes diagnosticados com doencga cardiovascular demonstraram que 0 consumo

de baixas doses de antocianinas estava relacionado a reducdo da isquemia, da



32

pressdo sanguinea, do nivel de lipideos plasmaticos e do status inflamatério
(WALLACE, 2011). Podem ainda ter caréater protetor para alguns tipos de cancer por
reduzir fatores de iniciagdo tumoral, minimizar o dano no acido desoxirribonucleico
(DNA), suprimir a angiogenese e inibir a progresséao de estagios do tumor (MARTIN
et al, 2013).

E importante salientar que a biodisponibilidade das antocianinas pode variar
de acordo com o tipo de fonte consumida, tipo de matriz na qual as antocianinas sao
administradas e a dose de administracdo. Em geral, os niveis sanguineos apés o
consumo sao baixos, variando de 55,3 a 168,5nmol/L, segundo Cao et al. (2001) em
estudo com mulheres idosas. Entretanto, é possivel que produtos secundarios
estejam presentes na circulacdo sanguinea sem ser identificados, o que poderia
mascarar os dados de taxa de absorcéo deste composto. Em geral, a absorcéo ocorre
em aproximadamente 1h, provavelmente em regido do intestino delgado, sendo as
antocianinas absorvidas em sua forma glicosilada. S&o eliminadas na urina em cerca
de 4h apds o consumo (CAO et al., 2001; ESPIN et al., 2007; WALLACE, 2011).

1.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E A RELACAO COM A SAUDE HUMANA

Na cadeia respiratoria mitocondrial, principalmente durante a fosforilagédo
oxidativa, espécies reativas de oxigénio (EROs) como o radical hidroxila, oxigénio
singlete, superdxido, peréxido de hidrogénio e Oxido nitrico sdo constantemente
formadas. Além da producdo durante a cadeia respiratéria mitocondrial, estas
espécies também podem ser formadas endogenamente por neutréfilos, eosindfilos,
macréfagos, microssomos, peroxissomos e pelo citocromo P450 ou podem ser
advindas de fontes exdégenas como a radiacdo e os xenobiodticos. Em condicdes
normais, um equilibrio entre a producao dos radicais e a sua inativacado por moléculas
antioxidantes € mantido, contudo, quando ocorre um desequilibrio pela producéo
excessiva de EROs ou pela falta de antioxidantes, fica caracterizado o estresse
oxidativo, o qual é capaz de causar dano celular (BARBOSA et al., 2010; FU et al.,
2011; DAl et al., 2012; VALKO et al., 2006).

O estresse oxidativo esta envolvido na etiologia de diversas doencas cronicas

e/ou degenerativas (CHELI; BALDI, 2011). Doencas cardiovasculares, diabetes e
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alguns tipos de cancer envolvem estresse oxidativo em sua patogénese (FUKUJI et
al., 2010). Nas doencas cardiovasculares, por exemplo, o estresse oxidativo modifica
a molécula do LDL, o que induz ao aumento da aderéncia leucocitaria e reducdo da
protecdo endotelial, causando inflamacéo e levando ao processo de aterosclerose,
que somado a agregacao plaquetaria, leva a inducdo da trombose e possivel infarto
do miocardio. Além disso, pacientes hipertensos apresentam maior estresse oxidativo
(MLADENKA et al., 2010). No diabetes mellitus, o estresse oxidativo est4 envolvido
tanto na patogénese da doenca quanto no desenvolvimento das complicacdes. O
excesso de radicais livres contribui para a disfungdo de células B-pancreaticas e
compromete a acgdo periférica da insulina. Além do mais, diabéticos estdo mais
propensos a maior oxidacdo de acidos graxos, o que implica nas complicacdes
cardiovasculares (VALERO et al., 2011). Quanto ao cancer, as EROs sao capazes de
causar dano ao DNA, resultando em alteracdes na transcricdo, transducédo e
replicacdo, o que esta relacionado a carcinogénese (VALKO et al., 2006). A relacao
entre o envelhecimento e maior prevaléncia de DCNT pode estar relacionada ao fato
de que o envelhecimento mitocondrial € responsavel por gerar maior quantidade de
EROs, 0 que leva ao estresse oxidativo, 0 qual estd envolvido na etiologia das
patologias relacionadas ao envelhecimento. A produ¢do aumentada de EROs é capaz
de causar mutacdo no DNA e consequente disfungcdo mitocondrial, levando a reducéo
da funcéo celular (DAI et al., 2012).

Antioxidantes sdo substancias capazes de reduzir o efeito dos radicais livres
pela estabilizagdo ou inativagdo destas moléculas. Podem ter acdo direta ou indireta,
ou seja, ser tanto enzimaticos (superdxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase
e glutationa redutase) quanto ndo-enzimaticos (vitamina C, vitamina E, glutationa,
flavonoides e carotenoides) (CHELI; BALDI, 2011; SHAMI; MOREIRA, 2004). A dieta,
por ser fonte de antioxidantes naturais exdgenos, torna-se extremamente importante
na modulacdo do estresse oxidativo (BARBOSA et al., 2010). Frutas e hortalicas sao
a maior fonte de vitaminas, minerais e compostos fendlicos da dieta, sendo alimentos
indispensaveis em uma dieta balanceada por apresentarem elevada qualidade
nutricional com baixo teor calérico (FIGUEIREDO et al., 2008). Sabe-se que o
consumo de frutas e hortalicas tem relacdo inversamente proporcional com a
mortalidade por DCNT, contudo este mecanismo de acdo ainda ndo esta bem
esclarecido (FU et al., 2011; JAIME et al., 2007; LOCK et al., 2005). Hassimotto et al.

(2005) sugerem que 0 mecanismo de acéo protetora das frutas e hortalicas pode estar
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relacionado a atividade antioxidante que estes alimentos apresentam, ja que, 0
consumo regular é capaz de aumentar a capacidade antioxidante do plasma,
auxiliando na prevencdo de DCNT. Wootton-Bear e Ryan (2011) sugerem que a
funcdo destas substancias nos alimentos pode estar relacionada a manutencdo do
equilibrio redox, a estimulacdo da resposta antioxidante e a atuacao em cascatas de
sinalizacdo. Porém, as evidéncias cientificas na prevencdo de DCNT apresentam
fortes evidéncias em estudos in vitro, necessitando de maiores estudos in vivo.

O consumo de frutas como amora, cereja, mirtilo e framboesa, aliadas a
folhosos e cruciferas é recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a
fim de reduzir o risco de doencas coronarianas, hipertenséo e infarto do miocardio.
Frutos do tipo berry sdo conhecidos por apresentar um elevado teor de compostos
fenolicos e, consequentemente, alta atividade antioxidante (BALOGH et al., 2010).
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CAPITULO Il - COMPOSICAO NUTRICIONAL DE FRUTOS DA Morus nigra L.

1 INTRODUCAO

As frutas sdo alimentos considerados fontes de nutrientes essenciais como
fibras, vitaminas e minerais, além de apresentarem elevado teor de agua (COSTA et
al., 2013). O Brasil € o terceiro maior produtor de frutas do mundo, contudo, apesar
da variedade de producdo de frutas no pais ser vasta, poucas espécies sao
encontradas com facilidade em mercados. Esse fato pode estar atribuido a dificuldade
de conservacao dos atributos sensoriais pés-colheita, falta de conhecimentos sobre a
producao, curto periodo de safra, fragilidade do fruto, entre outros fatores (CLERICI,;
CARVALHO-SILVA, 2011). Dentre os frutos que sao pouco encontrados nos
mercados brasileiros esta a amora, sendo os frutos do género Morus ainda menos
encontrados quanto comparado as amoras do género Rubus.

Dentre as espécies do género Morus, a Morus nigra L. é uma das principais,
sendo cultivada por todo o mundo (ZHAO et al., 2005). E uma arvore que pode se
desenvolver em ampla variedade de condi¢cdes de cultivo como diferentes climas,
solos e topografias. Contudo, a composi¢ao quimica dos frutos varia de acordo com
as condic¢des de cultivo (IMRAN et al., 2010).

Devido ao pH acido, cerca de 3,5, e ao elevado teor de acgUcares, cerca de
10%, apresentados pelo fruto, a amora se torna boa matéria prima para o preparo de
geleias, doces e caldas, o que agrega valor ao fruto por diversificar sua forma de
comercializacdo (ERCISLI; ORHAN, 2007). As amoras também podem ser
consideradas boas fontes de fibras e vitamina C, o que faz aumentar seu valor
nutricional e estimular seu uso em dietas balanceadas (IMRAN et al., 2010).

Estudos prévios ja demonstraram que frutos da Morus nigra apresentam
acidos organicos como malico, citrico, tartarico, oxalico e fumarico, os quais sao
importante fonte de energia para as plantas e conferem sabor ao fruto (KOYUNCU,
2004), aléem de acidos graxos essenciais, como acido linoleico e palmitico, os quais
nao séo produzidos pelo organismo humano (ERCISLI; ORHAN, 2007). Os frutos
também apresentam quantidades consideraveis de minerais como potassio, calcio,

sodio, magnésio, ferro, zinco e niquel (IMRAN et al., 2010).
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Diversos estudos ja foram realizados a fim de determinar a composicéo
nutricional de frutos da Morus nigra L. (IMRAN et al., 2010; KOYUNCU et al., 2004,
ERCISLI; ORHAN, 2007), contudo estudos com frutos brasileiros sdo escassos.
Portanto, o objetivo deste capitulo é reportar o resultado das analises fisico-quimicas

de frutos da Morus nigra L. cultivados na regido de Curitiba — PR.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 AMOSTRA

Para as analises fisico-quimicas foram utilizados frutos maduros e in natura
da Morus nigra L. colhidos de setembro a outubro de 2011 de seis diferentes arvores
localizadas no municipio de Curitiba no estado do Parana (PR), as quais apresentam
as seguintes coordenadas geogréficas: A1:-25.387205,-49.253794; Az: -25.39038,-
49.256221; As: -25.442151,-49.234223; A4: -25.43097,-49.238602; As: -25.414943,-
49.228731; As: -25.39209,-49.23652. A Identificacdo foi realizada pelo botanico
Osmar dos Santos Ribas, curador do Museu Botanico Municipal de Curitiba — PR e
uma exsicata da planta encontra-se depositada neste local sob o numero
MBM371423.

Para a analise de umidade, os frutos foram coletados e imediatamente
analisados, enquanto que para os demais ensaios, os frutos foram congelados apés
a colheita a -18°C. Para todas as analises os frutos foram triturados em

multiprocessador de alimentos marca Arno®.

2.2 ANALISES FISICO-QUIMICAS

2.2.1 Umidade

A umidade dos frutos da Morus nigra foi verificada por secagem direta em
estufa de acordo com a metodologia 012/IV do Instituto Adolfo Lutz (2008).
Aproximadamente 5g de fruto triturado foram levados a estufa marca Quimis® a 105°C
em pesa-filtro previamente padronizado e mantidos até apresentar peso constante. O
experimento foi realizado em seis repeticdes. O teor da umidade foi obtido a partir da
diferenca entre a amostra seca e o peso do pesa-filtro. Os valores foram expressos

em teor por 100g de fruto.
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2.2.2 Cinzas

A andlise de cinzas foi realizada de acordo com a metodologia 900.2 descrita
pela A.O.A.C. (1996). Aproximadamente 5g de fruto triturado, em seis repeticoes,
foram pesados em cadinho previamente padronizado e levados a secura e
carbonizacdo em chapa elétrica. Posteriormente, a amostra foi incinerada em mufla
marca Robertshaw® modelo Indic 50 a 550°C, até eliminacéo do carvao, e resfriada
em dessecador até o0 momento da pesagem. O teor de cinzas foi obtido a partir da
diferenca existente entre a amostra apos incineracdo e o peso do cadinho. Os

resultados foram expressos em teor por 100g de fruto.

2.2.3 pH

O pH dos frutos da Morus nigra foi determinado por processo eletrométrico de
acordo com a metodologia 017/IV do Instituto Adolfo Lutz (2008). Aproximadamente
10g de amostra triturada foram diluidos em 100mL de agua destilada e o pH desta
solucdo foi aferido em pHmetro marca Analyser®, modelo pH300 previamente

calibrado. O experimento foi realizado em triplicata.

2.2.4 Acidez Titulavel

A acidez titulavel foi verificada de acordo com a metodologia potenciométrica
016/1V do Instituto Adolfo Lutz, 2008, a qual consiste em titular 10g da amostra diluida
em 100mL de &gua destilada com solugéo de hidroxido de sédio 0,1M até atingir pH

8,0, o qual foi aferido por pHmetro marca Analyser®, modelo pH300.
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2.2.5 Lipideos

O teor de lipideos foi determinado por meio de extracdo a quente da amostra
com éter de petrdleo de acordo com a metodologia 920.39.C da A.O.A.C. (1995).
Aproximadamente 4g de amostra seca foram pesados em papel filtro e levados ao
extrator de Soxhlet acoplado a um condensador de bolas e baldo de fundo chato
previamente padronizado. O conjunto extrator foi mantido sob aquecimento por
aproximadamente oito horas para extracao. O solvente foi destilado e o baldo com o
residuo etéreo foi levado ao dessecador para posterior pesagem. O teor de lipidios foi
expresso em teor em 100g de fruto de acordo com a diferenca de peso existente entre
o baldo padronizado e o baldo com o extrato etéreo. O experimento foi realizado em

seis repeticoes.

2.2.6 Proteinas

Foi realizada determinacdo de Nitrogénio, pelo processo de digestdo de
Kjeldahl de acordo com a metodologia 991.20 da A.O.A.C. (1995). O experimento foi

composto por trés etapas: digestdo, destilacdo e titulacdo. Na primeira pesou-se

aproximadamente 1g da amostra e procedeu-se a digestdo com acido sulfarico e
catalisador CuSO4 e K2SO4, formando sulfato amoniacal. Na segunda etapa, ocorreu
a destilacdo por arraste de vapor da amonia, a qual foi recebida em erlenmeyer
contendo acido borico a 4% e gerando um complexo de coloracdo verde. Na terceira
etapa, a amonia foi titulada com &cido sulftrico 0,02M até viragem da coloracédo verde
para um complexo cor-de-rosa. O calculo para determinacao de proteinas foi realizado

pela férmula descrita na FIGURA 5 a seguir.

Na qual:
V: volume de acido sulfurico
% de proteinas =V x 0,14 x f gasto na titulagdo
P P: peso da amostra,

f: fator de converséao (6,25)

FIGURA 5 - FORMULA PARA CALCULO DE PROTEINAS
FONTE: Instituto Adolfo Lutz, 2008
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2.2.7 Fibra Alimentar Total

O teor de fibra alimentar total (FAT) foi determinado por método enzimatico
gravimétrico segundo a metodologia 045/VI do Instituto Adolfo Lutz, 2008.
Brevemente, o método consistiu em digerir cerca de 1g do fruto triturado com trés
enzimas diferentes, sendo elas: a-amilase termorresistente, alcalase e
amiloglucosidase. Apés a digestdo enzimatica, 250mL de etanol 95% pré-aquecido foi
adicionado a amostra e a solugcdo permaneceu em repouso por 24h. Decorrido o
periodo, essa solugéo foi filtrada em cadinhos de vidro sinterizado padronizados e
lavada com 30mL de etanol 78%, 20mL de etanol 95% e 20mL de acetona. O residuo
gue permaneceu nos cadinhos foi seco em estufa a 105°C e o peso foi aferido apos
estabilizacdo. O ensaio foi realizado em seis repeticdes, sendo que trés foram
destinadas para analise de cinzas no residuo, conforme metodologia ja descrita no
item 2.2.2 e o restante para analise de proteinas conforme descrito no item 2.2.6. O
mesmo ocorreu com o branco, frasco no qual ndo continha amostra. A determinacéo
de cinzas e proteinas no residuo € importante para evitar que estes elementos
interfiram nos resultados. Para determinacdo do teor de fibras foi empregada a

seguinte férmula:

Na qual:
R: Residuo das amostras
%FAT=R-P-C-Bx100 P: Teor de proteina no residuo
M C: teor de cinzas no residuo

B: branco da reagéo
m: neso da amostra analisada

FIGURA 6 — FORMULA PARA CALCULO DE FIBRA ALIMENTAR TOTAL
FONTE: Instituto Adolfo Lutz (2008)

2.2.8 Carboidratos

O teor de carboidratos foi calculado pela diferenca existente entre 100 e o teor
de proteinas, lipideos, cinzas, fibras e umidade, conforme formula demonstrada na
FIGURA 7.
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Na qual:

P: Teor de proteina
%Carboidratos =100-P-L-C-F-U L: Teor de lipideos

C: Teor de cinzas

F: Teor de fibras

U: Teor de umidade

FIGURA 7 — FORMULA PARA CALCULO DE CARBOIDRATOS
FONTE: MULER; TOBIN (1980)

2.2.9 Valor Energético

O valor energético foi calculado de acordo com a conversdo de Atwater. O
teor proteico e de carboidratos foram multiplicados por 4kcal e o teor de lipideos por
9kcal. O valor energético total corresponde a soma dos produtos destas multiplicacdes
(OSBORNE; VOOGT, 1978).

Na qual:

P: Teor de proteina
VET = (Px4) + (Cx4) + (Lx9) C: Teor de carboidratos

L: Teor de Lipideos

FIGURA 8 —- FORMULA PARA CALCULO DO VALOR ENERGETICO TOTAL
FONTE: OSBORNE; VOOGT (1978)
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3 RESULTADOS

A TABELA 1 representa os valores de umidade, cinzas, pH e acidez titulavel
de frutos da Morus nigra L. Pode-se verificar que a amora apresenta pH acido e tem

um alto teor de agua, dois fatores que ditam suas caracteristicas organolépticas.

TABELA 1 — UMIDADE, CINZAS, pH E ACIDEZ TITULAVEL DE FRUTOS DA Morus nigra L.
TEOR EM 100g DE PESO FRESCO

Umidade 86,25+ 0,16
Cinzas 0,28 + 0,04
pH 3,74 +0,01
Acidez Titulavel 1,69 + 0,046

FONTE: A autora (2013)

Os resultados obtidos por este trabalho sé@o similares a outros ja descritos na
literatura. Imran et al. (2010), ao avaliar frutos de Morus nigra cultivados no Paquistao,
observaram teor de 82,4% de umidade, 0,5% de cinzas, 3,68 de pH e 1,51% de acidez
titulavel (IMRAN et al., 2010). Os valores de pH e acidez titulavel sdo similares também
aos encontrados em amoras cultivadas na Turquia (KOYUNCU et al., 2004; ERCISLI;
ORHAN, 2007; ERCISLI et al., 2010).

Comparando com frutas exoéticas cultivadas no Brasil, verifica-se que as
amoras analisadas no presente trabalho sdo similares quanto ao teor de umidade a
graviola, butia, maracujd doce e mandacaru-de-trés-quinas (88%, 87,8%, 84% e
83,7%, respectivamente) (SOUZA, et al., 2012; PEREIRA et al., 2013). O teor de
cinzas pode ser comparado ao obtido por Souza et al. (2012) em frutos como graviola
e jenipapo (0,19 e 0,39%), enquanto que o pH pode ser comparado aos teores
encontrados em murici e maracuja doce, sendo 3,32 e 3,31, respectivamente
(SOUZA, et al., 2012).

Quanto aos produtos processados, ao avaliar a acidez titulavel de suco de
amora, Khalid et al. (2011), observaram acidez titulavel de 1,60%. Segundo Souza et
al. (2012), os teores de acidez titulavel podem ser classificados em médios quando
variarem de 0,08% a 1,95% (SOUZA, et al., 2012). Teores de acidez titulavel menores
séo preferidos quando a intengdo de consumo do fruto é in natura, ja teores mais
elevados séo indicados para frutos que serdo processados (LIMA et al., 2002)

Estas caracteristicas, tanto do teor de agua, quanto da acidez sao fatores

importantes para determinar as caracteristicas organolépticas dos frutos, as quais
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serdo cruciais na avaliacao sensorial de um produto elaborado a partir desta matéria
prima.

Quanto a composicdo centesimal (TABELA 2) pode-se observar que o
carboidrato € o macronutriente predominante nestes frutos. Quanto a qualidade da
composicao dos frutos, os mesmos apresentam 4,06% de fibras totais e baixo valor
energeético.

TABELA 2 — COMPOSICAO CENTESIMAL DE FRUTOS DA Morus nigra L.
TEOR EM 100g DE PESO FRESCO

Valor Energético (kcal) 44,34
Carboidratos (g) 6,28
Proteina (g) 1,79+0,2
Lipideos (g) 1,34+ 0,19
Fibra Alimentar Total (g) 4,06

FONTE: A autora (2013)

O teor de fibra alimentar total verificado no presente estudo é diferente do
apresentado por Imran et al. (2010), os quais observaram 11,75g de fibras/100g.
Contudo, o resultados destes autores foi expresso em peso seco, enquanto que o do
presente estudo em peso fresco. A mesma diferenca é observada nos demais
macronutrientes, ja que os mesmos autores verificaram teor de lipideos de 0,55%,
proteinas de 0,96%, carboidratos de 13,83% e uma densidade energética de
64,11kcal/100g, todos calculados em base seca (IMRAN et al., 2010).

Souza et al. (2012), avaliou a composi¢cédo nutricional de polpas de frutos
tipicos do cerrado brasileiro, entre eles araticum, murici, jenipapo, graviola e maracuja
doce. Verificou-se que as amoras analisadas no presente trabalho sé&o similares
guanto ao valor cal6rico a graviola (44,3kcal/100g) e apresentam teor de proteinas e
fibras superior as frutas tipicas do cerrado (SOUZA, et al., 2012).

Quando comparados a dados da Tabela Brasileira de Composicdo de
Alimentos (UNICAMP, 2011), verifica-se que as amoras apresentam valor caldrico
similar a frutas como abacaxi (48kcal/100g), caju (43kcal/100g), carambola
(46kcal/100g), laranja baia (45kcal/100g), maméao formosa (45kcal/100g), pitanga
(41kcal/100g) e uva rubi (49kcal/100g). Quanto ao teor de fibras, as amoras
apresentam-se mais ricas neste nutriente comparadas a diversas frutas comumente
consumidas no pais como abacaxi (1g/100g), ameixa (2,49/100g), banana
(1,99/100g), jabuticaba (2,39/100g), laranja pera (0,8g/100g), macéa (1,3g/100g),
mamao (1,89/100g), pera (3g/1009), pitanga (3,29/100g) e uva(0,9g9/100g).
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Quando a relacao fibras (g)/energia (kcal) € realizada, verifica-se que as
amoras apresentam uma relacdo de 0,091g de fibras/kcal. Comparando com frutas
comumente consumidas no Brasil, as amoras apresentam melhor relacdo quando
comparadas a abacaxi (0,020g de fibras /kcal), laranja (0,024g de fibras /kcal), mamé&o
(0,0409 de fibras /kcal), maca (0,023g de fibras/kcal), pera (0,056g de fibras /kcal) e
uva (0,018g de fibras/kcal) (UNICAMP, 2011).

As caracteristicas quimicas de frutas podem variar de acordo com condicdes
da propria fruta, como condi¢cfes de cultivo, grau de maturidade na colheita e nivel de
exposicdo solar, ou condi¢cdes experimentais como armazenamento pos-colheita,
utilizacdo de meétodos diferentes e reagentes empregados (SOUZA et al.,, 2012;
PEREIRA et al., 2013).

Frutas frescas sdo conhecidamente fontes de 4gua, vitaminas, sais mineras e
carboidratos. Em geral, o teor de lipidios e proteinas séo irrelevantes na composi¢ao
nutricional de um fruto. Além de estes macronutrientes estarem presentes em baixa
concentracdo, as proteinas presentes nas frutas apresentam baixo valor bioldgico. O
teor de carboidratos, macronutriente predominante, depende do estadio de
maturacdo, sendo que com o aumento do grau de maturidade, o teor de amido é
reduzido enquanto que a concentracdo de glucose e frutose aumentam, favorecendo
o0 sabor adocicado dos frutos (CLERICI; CARVALHO-SILVA, 2011). Frutas
apresentam de 3 a 30% de carboidratos, sendo o0s principais acucares a glucose e a
frutose (GUNDOGDU et al., 2011). As fibras, outro macronutriente importante das
frutas, desempenham papel importante na sadde por apresentar auxiliar na reducéo

dos indices glicémicos e aumentar a saciedade (MARTIN et al., 2013).
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4 CONCLUSAO

A partir de andlises fisico quimicas da amora (Morus nigra L) pode-se concluir
que o fruto apresenta adequada qualidade nutricional, devido a baixa densidade
energética (44kcal/100g) e elevado teor de fibras (4,06%) comparado a demais frutas
comumente consumidas no Brasil. Além disso, os frutos apresentam pH acido (3,74),
0 que caracteriza seu sabor. O elevado teor de umidade (86,25%) se torna fator crucial
no armazenamento do fruto, reduzindo sua vida util e dificultando a comercializagédo

in natura, sendo necessaria, portanto, a busca por formas de processamento.
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CAPITULO Ill = ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS
EM FRUTOS DA Morus nigra L.

1 INTRODUCAO

A amora (Morus nigra L.), pertence a familia Moraceae, € uma planta originéria
da Asia com uso bastante difundido nesta regido, principalmente na medicina
tradicional (OZRENK et al., 2010), na qual, diversas partes da planta séo utilizadas
com funcdo laxativa, vermifuga, expectorante, emética, hipoglicémica, anti-
inflamatoria e antioxidante (ERCISLI; ORHAN, 2007).

Em busca dos compostos ativos capazes de provocar estes beneficios a
saude humana, estudos de isolamento e identificacdo de substancias vém sendo
realizados. Para isto, o uso de tecnologias avancadas € essencial na pesquisa destes
compostos bioativos, principalmente devido a complexidade das matrizes originais em
gue estes compostos se encontram. Tecnologias avancadas como Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN), Espectrometria de Massas (EM), Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) séo as mais utilizadas (BERNAL et al., 2011).

Para o isolamento de substancias, a cromatografia em coluna é um processo
bastante empregado. Para isolamento de flavonoides, por exemplo, a resina Amberlite
XAD, um adsorvente polimérico ndo idnico tem sido vastamente utilizado. J& para o
isolamento de flavan-3-ols, como as proantocianidinas, e antocianinas o Sephadex
LH-20 é utilizado por meio da exclusdo por tamanho de particula e adsorcéo
(SANTOS-BUELGA et al., 2012).

Quanto a identificacdo, a CLAE com colunas C18 de fase reversa pode ser
utilizada. No caso de deteccdo de compostos fendlicos, o método padrdo ouro
utilizado é ultravioleta (UV) visivel com detector de arranjo de diiodos. Os compostos
fendlicos mais simples sdo verificados a 240-290nm, enquanto que os de estrutura
mais complexa, como os flavonoides, entre 300 e 550 (BERNAL et al., 2011).

A ressonancia magneética, técnica bastante empregada na identificacdo de
substéancias, fornece um fingerprint da estrutura quimica a ser elucidada a partir de
caracteristicas como densidade dos elétrons da molécula e distribuicdo destes
elétrons no nucleo (VEEMAN, 1997).
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Compostos como flavonoides, antocianinas e éacidos organicos ja foram
isolados e identificados em frutos da Morus nigra L., utilizando tecnologias avancadas.
Gundogdu et al. (2011), ao avaliar a composi¢cédo da Morus nigra por meio de CLAE,
observaram que o fruto apresenta acidos organicos como acido malico, acido citrico,
acido succinico e acido tartarico. O mesmo estudo também observou a presenca de
compostos fendlicos como acido clorogénico, rutina, &cido galico, 4cido cumarico,
acido cafeico e quercetina. Em estudo com amoras cultivadas no Brasil, Hassimotto
et al. (2007) verificaram a presenca de cianidinas, pelargonidinas e quercetina via
CLAE e EM. Pawlowska et al. (2008), a partir de analises de frutos da Morus nigra via
CLAE, identificaram a presenca dos flavonoides quercetina 3-O-rutinosideo,
kaempferol 3-O-rutinosideo, quercetina 3-O-glicosideo e as antocianinas cianidina 3-
O-glicosideo, cianidina 3-O- rutinosideo, pelargonidina 3-O-glicosideo e pelargonidina
3-O-rutinosideo. Song et al. (2009) evidenciaram a presenca de além dos flavonoides
e antocianinas ja supracitados, o composto oxiresveratrol.

O uso destes processos é importante para diversas etapas na producdo de
um fitoterapico ou nutracéutico como na identificacdo de novos fitoquimicos,
caracterizacdo da estrutura quimica, quantificagdo dos compostos na matriz original,
controle de qualidade da producédo, entre outros (BERNAL et al., 2011). Por isso,
objetiva-se com este capitulo verificar os principais grupamentos quimicos presentes
em frutos da Morus nigra L. além de isolar, identificar e quantificar metabdlitos

secundarios presentes em extratos brutos e frac6es obtidos desta planta.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 AMOSTRA

Para as andlises fitoquimicas foram utilizados frutos maduros e in natura da
Morus nigra L. colhidos de setembro a outubro de 2011 de seis diferentes arvores
localizadas no municipio de Curitiba no estado do Parana (PR), as quais apresentam
as seguintes coordenadas geogréficas: A1:-25.387205,-49.253794; A2:-25.39038,-
49.256221; A3:-25.442151,-49.234223; A4:-25.43097,-49.238602; As: -25.414943,-
49.228731; As: -25.39209,-49.23652. A Identificacdo foi realizada pelo botanico
Osmar dos Santos Ribas, curador do Museu Botanico Municipal de Curitiba — PR e
uma exsicata da planta encontra-se depositada neste local sob o numero
MBM371423.

Os frutos foram congelados imediatamente apds a colheita a -18°C. Para
composigdo da amostra utilizada no preparo dos extratos, os frutos foram misturados

e submetidos a quarteamento.

2.2 ENSAIO SISTEMATICO

O ensaio sistemético foi realizado com a finalidade de verificar
qualitativamente 0s principais grupamentos quimicos presentes na amostra por meio
de reacOes de coloracdo e/ou precipitacdo. A busca dos grupamentos quimicos foi
realizada nas fracdes do extrato etandlico (hexano, diclorometano, acetato de etila e
remanescente) e no extrato aquoso, conforme descrito por Moreira (1979) e adaptado
por Miguel (2003).
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2.2.1 Extrato Etandlico

Para elaboracao do extrato etandlico, 290,99 de fruto fresco foram submetidos
a maceragdo em banho-maria a 70°C durante uma hora, utilizando etanol 70% (v/v)
como liquido extrator.

O extrato foi concentrado em rotaevaporador marca Janke & Kunkel® a 50°C
e fracionado com solventes de polaridade crescente por meio de funil de separacéao.
Os solventes utilizados foram hexano, diclorometano e acetato de etila. A fracao

restante foi denominada remanescente.

2.2.1.1 Pesquisa de Alcaloides

Este ensaio consistiu em levar a secura 50mL de cada fracdo em banho-maria
a 70°C. O residuo foi dissolvido em 1mL de etanol 95% e 20mL de acido cloridrico
1%. A trés tubos de ensaio foram adicionados 2mL desta solucédo para posterior
adicdo de reativos especificos para a busca de alcaloides, sendo eles: Reativo de
Mayer, Reativo de Dragendorff e Reativo de Bouchardat. A reacao foi considerada
positiva quando se formou precipitado branco na reacdo com reativo de Mayer,
precipitado vermelho-tijolo com o reativo de Dragendorff e precipitado alaranjado com
o reativo de Bouchardat.

2.2.1.2 Pesquisa de Leucoantocianidinas

by

Para este ensaio, 10mL de cada fragcdo foram levados a secura e
posteriormente diluidos em 5mL de etanol. As fracOes foram levadas a aquecimento
apos a adicado de duas gotas de acido cloridrico concentrado. O aparecimento de

coloracdo vermelha foi indicativo para resultado positivo.
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2.2.1.3 Pesquisa de Flavonoides

2.2.1.3.1 Pesquisa de Heterosideos Flavonicos

Foram levados a secura 20mL das fracdes, os quais foram posteriormente
diluidos em 10mL de etanol. Foram adicionados 200mg de limalha de magnésio e
aproximadamente 1mL de &cido cloridrico fumegante. A reacdo foi considerada
positiva no caso de desenvolvimento de coloracéo variando de amarela a vermelho
para as flavonas, vermelho a vermelho sangue para flavondis e dihidroflavondis e

vermelho a rosa para os derivados antocianicos.

2.2.1.3.2 Teste Oxalico Bérico (Flavondis)

Este teste consistiu em levar a secura 10mL das fragcfes, adicionar ao residuo
cinco gotas de acetona e 30mg da mistura de acido bérico e &cido oxalico (1:1) e levar
novamente a secura. Em seguida, adicionou-se ao residuo 5mL de éter de petréleo e
a solucao foi analisada sob lampada UV. A presenca de fluorescéncia indicou a

presenca de flavonais.

2.2.1.3.3 Ensaio de Pacheco (Dihidroflavonais)

Para este ensaio foram levados a secura 10mL de cada fracdo. O residuo foi
levado a chapa de aquecimento e adicionado de cristais de acetato de sddio, 0,1mL
de anidrido acético e 0,1mL de acido cloridrico concentrado. A presenca de coloracao
roxa € considerada positiva da dihidroflavonais.
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2.2.1.3.4 Ensaio com Zinco em Acido Cloridrico (Dihidroflavonéis)

Este ensaio consistiu em secar 10mL de cada fracdo e em seguida diluir em
etanol. A solucao foi transferida para tubos de ensaio previamente identificados e a
ela foram adicionados uma pastilha de zinco e cerca de 1mL de acido cloridrico
fumegante. A presenca de coloracdo roxa nos tubos indica presenca de

dihidroflavonais.

2.2.1.4 Pesquisa de Cumarinas

Foram concentrados 30mL de cada fracdo. A fracdo remanescente foi
acidificada até pH 1 antes da concentracdo e posteriormente foi extraida com éter
etilico em funil de separacdo. Foram transferidos para tubos de ensaio 3mL de cada
fracdo concentrada, assim como da fragao etérea originada da fragdo remanescente.
Foram adicionados aos tubos 2mL de hidroxido de sodio e 0s mesmos permaneceram
em repouso sob luz UV por 15 minutos. O aparecimento de fluorescéncia azul,

amarela ou esverdeada indicou a presenca de cumarinas.

2.2.1.5 Pesquisa de Heterosideos Antraquindnicos

Este método foi conduzido de forma a levar a refluxo com condensador de
bolas, 30mL de cada fracao juntamente com 5mL de solucdo aquosa de acido sulftrico
a 10%. Apo6s 30 minutos, as solucbes foram retiradas e filtradas em papel filtro. As
frac6es hexano, diclorometano e acetato de etila, foram adicionados 30ml de agua e,
com auxilio de funil de separacédo, a fase organica foi separada. Para a fracao
remanescente, ocorreu a extragao com éter etilico, também com o auxilio de um funil
de separacdo. Todas as fracdes foram concentradas até aproximadamente 5mL,

transferidas para tubos de ensaio e adicionadas de 5mL de hidréxido de aménia. O
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aparecimento de coloracdo vermelha indicou a presenca de antraquinonas e/ou

naftoquinonas.

2.2.1.6 Pesquisa de Esteroides e/ou Triterpenos

Este ensaio foi baseado na reacdo de Libermann Bouchard. Foi levado a
secura 30mL das fracBes, as quais foram posteriormente dissolvidas em cloroférmio.
Adicionou-se a tubos de ensaio 0,1mL, 0,5mL e 1,0mL da solucéo cloroférmica, sendo
o volume completado para 2mL com cloroférmio, 1mL de anidrido acético e 2mL de
acido sulfarico concentrado. O aparecimento de coloracdo rosa escuro ou azul,
significou a presenca da funcao carbonila na posicao 3, a coloragéo verde indicou
funcao hidroxila na posicéo 3 e a coloracdo amarela a presenca de metila em Cia.

2.2.2 Extrato Aquoso

Para elaboracéo do extrato aquoso, 290,79 de fruto fresco foram submetidos
a maceracdo em banho-maria a 70°C durante uma hora, utilizando agua destilada
como liquido extrator.

No extrato aquoso procedeu-se a busca dos grupamentos quimicos descritos

a sequir.

2.2.2.1 Pesquisa de Heterosideo Antocianico

Este ensaio baseou-se na mudanca de coloracdo do extrato de acordo com
as modificacdes de pH. O pH do extrato foi corrigido para acido (cerca de pH 4), neutro
(cerca de pH 7) e basico (cerca de pH 10) em tubos de ensaio. A presencga de
coloragédo vermelha em meio &cido, violaceo em meio neutro e azul em meio basico

indicou a presenca de heterosideos antocianicos.
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Para a confirmagdo da presenca de antocianidinas, 10mL do extrato aquoso
foram transferidos para um funil de separacdo e procedeu-se a extragdo com n-
butanol. A fracdo butandlica foi concentrada a 5mL, adicionada de acido cloridrico
concentrado e levada a aquecimento até ebulicdo. O aparecimento de coloracdo

vermelha foi considerado positivo para antocianidinas.

2.2.2.2 Pesquisa de Heterosideos Saponinicos

Neste ensaio foram utilizados os tubos de ensaio preparados no item 2.1.2.1,
0s quais continham o extrato em diferentes pH. Este método baseou-se na agitacdo
enérgica dos tubos de ensaio durante 5 minutos e medicdo do anel de espuma
formado. Ap6s 30 minutos, foi verificada a permanéncia do anel de espuma e o seu
tamanho. A presenca de anel superior a 1cm indicou presenca de saponinas

esteroidais.

2.2.2.3 Pesquisa de Heterosideos Cianogenéticos

Este teste consistiu em adicionar a tubos de ensaio 5mL do extrato, seguido
de 1mL de solugdo aquosa de acido sulfurico e suspender sobre este tubo uma fita de
papel picro sodico. Apés permanéncia de 30 minutos em banho-maria, verificou-se a
presenca de coloracdo vermelha no papel, o que seria indicativo de presenca de

heterosideos cianogenéticos.



64

2.2.2.4 Pesquisa de Taninos

2.2.2.4.1 Ensaio de Cloreto Férrico

Neste ensaio, cinco gotas de cloreto férrico foram adicionados a 1mL de
extrato aquoso. O desenvolvimento de coloracédo azul foi indicativa de presenca de
taninos hidrolisaveis, verde presenca de taninos condensados e marrom presenca de

polifendis.

2.2.2.4.2 Ensaio de Solucédo de Gelatina

Este ensaio consistiu em adicionar a trés tubos de ensaio concentracdes
diferentes de extrato aquoso (0,5mL, 1,0mL e 2,0mL) e 2mL de solugéo de gelatina a
2,5%. O desenvolvimento de precipitacdo foi considerado positivo para taninos
hidrolisaveis.

2.2.2.5 Pesquisa de Amino Grupo

Neste método, foram concentrados 10mL do extrato até volume de 5mL a uma
temperatura de 60°C. O concentrado foi depositado em papel filtro previamente
demarcado e levado a secura. Posteriormente, uma gota de ninhidrina foi depositada
sobre a mancha e procedeu-se aquecimento a 100°C por 15 minutos. O

desenvolvimento de coloracdo azul foi considerado positivo para esta reacao.
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2.2.2.6 Pesquisa de Acidos Fixos

Neste ensaio, 20mL do extrato e 2mL de hidroxido de sodio foram transferidos
para um baldo de fundo chato, o qual foi acoplado a um condensador de bolas e
levado a refluxo por 30 minutos. ApoOs resfriamento da solucdo, a mesma foi
acidificada com solucéo de acido sulfarico e extraida com éter etilico com auxilio de
um funil de separacao. A fracao etérea foi coletada, tratada com carvao ativo e levada
a secura a 50°C. Apos resfriamento, foi adicionado 5mL de solugdo aquosa de
hidréxido de aménia e trés gotas foram transferidas para um papel filtro previamente
delimitado com trés circulos. No primeiro aplicou-se apenas a amostra, no segundo,
a amostra mais uma gota do reativo de Nesseler, enquanto que no terceiro apenas o
reativo. O desenvolvimento de coloragdo no ponto dois diferente dos demais indicou

presenca de 4cidos fixos.

2.2.2.7 Pesquisa de Acidos Volateis

Este teste consistiu em adicionar a tubos de ensaio 5mL do extrato e 1mL de
acido sulfurico a 10% e suspender uma fita medidora de pH sobre o tubo. O conjunto
foi levado a aquecimento em banho-maria a 60°C durante 30 minutos e a presenca de

coloracdo avermelhada no papel indicou a presenca de acidos volateis.

2.3 ELABORACAO DE EXTRATOS BRUTOS E FRACOES

2.3.1 Elaboracéo de Extratos Brutos

Foram utilizados quatro métodos de extracéo, sendo duas delas com emprego
de temperatura e duas a frio. Os solventes utilizados também diferiram, sendo

empregado etanol 95% para dois extratos e agua destilada para outros dois.
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2.3.1.1 Extrato aquoso sem emprego de temperatura — Turbélise AqQuoso

Para obtencdo do extrato bruto turbdlise aquoso (TA), 40,49 da amostra
congelada foram agitados com 50ml de &gua destilada durante 10 minutos em
agitador Metlabo® modelo MA102. Posteriormente, a solucdo foi centrifugada em
centrifuga Zanetzki® T23 durante 20 minutos a 5000 rpm. O processo foi repetido por
cinco vezes. Ao final, todo o extrato foi novamente centrifugado a 5000rpm durante 30
minutos para melhor remocdo de residuos. O extrato foi concentrado por meio de
evaporacéao do solvente extrator em estufa com circulacdo de ar Quimis® modelo 314D
a 35°C.

2.3.1.2 Extrato etandlico sem emprego de temperatura — Turbdlise Etandlico

Para obtencdo do extrato bruto turbdlise etandlico (TE), 40,3g da amostra
congelada foram agitados com 50ml de etanol 95% durante dez minutos em agitador
Metlabo® modelo MA102. Posteriormente, a solugéo foi centrifugada em centrifuga
Zanetzki® T23 durante 20 minutos a 5000rpm. O processo foi repetido por cinco vezes.
Ao final, todo o extrato foi filtrado a vacuo para retirada de possiveis residuos. O
extrato foi concentrado por meio de evaporacdo do solvente extrator em estufa com

circulacéo de ar Quimis® modelo 314D a 35°C.

2.3.1.3 Extrato aquoso com emprego de temperatura — Vapor

Para elaboragéo extrato bruto vapor (VA), 40,2g de amostra congelada foram
colocados em panela de cozimento a vapor com 150ml de agua destilada. Apds 20
minutos de coccao, mais 50mL de agua foram adicionados e se procedeu a cocgao
por mais dez minutos. O extrato foi filtrado a vacuo e concentrado por meio de
evaporacdo do solvente extrator em estufa com circulacdo de ar Quimis® modelo 314D
a 35°C.
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2.3.1.4 Extrato etandlico com emprego de temperatura — Soxhlet

Para elaboracdo do extrato bruto Soxhlet (SOX), utilizou-se o aparelho de
Soxhlet, sendo realizados dois processos de extracdo. No primeiro, 1000,6g de
amostra congelada foram levadas ao extrator de Soxhlet adaptado com 2,5L de etanol
95%. ApOs extracdo por 5 horas, os frutos residuais foram triturados com 600mL de
etanol para melhor extracdo. Na segunda, 1000,1g de frutos congelados foram
triturados com aproximadamente 460mL de etanol e entdo levados ao extrator de
Soxhlet com 4L de etanol por aproximadamente 6 horas. Os extratos foram reunidos
e concentrados em rotaevaporador Janke & Kunkel® a 50°C. O extrato concentrado
foi levado a secura em banho-maria marca B. Braun Biotech International®,

modelo Thermomix a 50°C.

2.3.2 Elaboracéo das Fracdes

O extrato de Soxhlet foi submetido a particéo liquido-liquido com solventes de
polaridade crescente, sendo eles hexano (Hex), cloroformio (Clo) e acetato de etila
(Act). Todas as particdes ocorreram em aparelho de Soxhlet modificado. Para particao
com hexano foi utilizado aproximadamente 1L de solvente e a particdo ocorreu por 3
horas. Para particdo com cloroférmio, utilizou-se cerca de 500mL de solvente por
cerca de 1 hora e meia. Para particdo com acetato de etila, utilizou-se cerca de 1L de
solvente por cerca de 4h. A fracdo restante foi denominada fracdo remanescente
(Rem). Todas as fracdes foram levadas a secura em banho-maria
marca B. Braun Biotech International®, Modelo Thermomix a 50°C. O particionamento
€ uma fase importante da extracdo, visto que a partir dela é possivel maior purificacéo
dos extratos. Os solventes menos polares como hexano e cloroférmio sédo Gteis para
a extracao de compostos lipofilicos como carotenoides, terpenos e lipideos (SANTOS-
BUELGA, 2012).
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2.3.3 Determinacgédo do Teor de Sdlidos e pH

A determinacéo do teor de sélidos foi realizada com os quatro extratos brutos,
em triplicata. A técnica consistiu em levar 1mL de extrato ou fracdo, em pesa filtro
previamente padronizado, a secura em estufa Fanem® modelo 315SE a cerca de
100°C até peso constante. A diferenca encontrada entre o peso final e o peso do pesa
filtro corresponde ao teor de solidos por mL de extrato. Para expressar os resultados,
foi calculada a proporcéao de fruto por mL de extrato e, a partir deste resultado e do
teor de solidos por 1mL, aplicou-se a formula demonstrada na FIGURA 9.

% Teor de soélidos =TS x 100 Na qual,
TF TS= teor de sélidos/mL de extrato
TF= teor de fruto/mL de extrato

FIGURA 9 — FORMULA PARA CALCULO DE TEOR DE SOLIDOS (%)
FONTE: A autora (2013)

Para andlise estatistica, foi utilizado o teste de analise de variancia (ANOVA)
one-way seguido do teste de Tukey a fim de avaliar a diferenca minima significativa
entre as médias. Diferencas ao nivel de p<0,05 foram consideradas significantes. O
software empregado para andlise foi SPSS 17.0 para Windows®.

O pH foi determinado em todos os extratos brutos, em triplicata, de acordo
com o método 017/IV do Instituto Adolfo Lutz, 2010, no qual o pH foi aferido por meio

de pHmetro marca Analyser®, modelo pH300 previamente calibrado.

2.4 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE SUBSTANCIAS

Por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), quatro
substancias, entre elas, acido clorogénico, rutina, quercetina e kaempferol, foram
identificadas e quantificadas nos quatro extratos brutos e fragbes. Para isso, o sistema
cromatografico analitico utilizado foi um cromatégrafo Merck Hitachi LaChrom®
composto de uma bomba quaternaria L-7100, um injetor automatico L-7250, um

detector UV visivel com varredura espectral L-7455 e um médulo de aquecimento de



69

colunas L-7300. O software Merck HSM®, versdo 4.1, foi usado no tratamento dos
dados. A coluna utilizada foi a Lichrospher RP-18 (250mm x 4,6mm d.i.), com
particulas de 5um, Merck®, mantida a 35°C.

A fase movel foi composta de um gradiente de metanol (Solucdo A) e solucdo
de &cido férmico 0,3% (Solucédo B). A programacao do gradiente da fase moével foi
otimizada conforme QUADRO 2 abaixo, utilizando-se como referencial o estudo de
Song et al. (2009).

TEMPO | SOLUCAO A | SOLUCAO B
0 min 20 % 80 %
05 min 20 % 80 %
20 min 35 % 65 %
25 min 50 % 50 %
28 min 70 % 30 %
35 min 70 % 30 %
37 min 20 % 80 %
45 min 20 % 80 %

QUADRO 2 - PROGRAMACAO DO GRADIENTE DA FASE MOVEL
FONTE: A autora (2013)

Os padrdes utilizados (acido clorogénico, rutina, quercetina e kaempferol)
eram da marca Sigma® e foram diluidos em metanol, sendo a concentragéo final de
31,6pg/mL de acido clorogénico, 25,6pg/mL de rutina, 27,6pg/mL de quercetina e
23,4ug/mL de kaempferol. Os extratos brutos e fracdes foram diluidos em solucao
metanol:dgua (1:1) em concentracao proxima de 10mg/mL.

O volume de injecéo foi de 20uL, em duplicata, e o sistema de deteccdo
utilizado foi UV visivel com varredura espectral de 200 a 500nm, monitorado em
370nm. A vazédo da fase movel foi mantida constante por todo o tempo da analise a
1,0mL/min.

Cada composto foi identificado de acordo com o0s espectros e tempo de
retencdo de cada pico. A quantificacdo foi realizada de acordo com a area do pico e
expressa em g do composto / mg de extrato seco (ES). Para os extratos brutos, com
a utilizacdo do rendimento dos extratos, foi calculado o teor de compostos mg / g de
fruto fresco (FF).

Para analise estatistica, foi utilizado o teste de analise de 