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RESUMO

ARAUJO, Paula Ferreira de. Atividade antioxidante de néctar de amora-preta
(Rubus spp.) e sua influéncia sobre os lipidios séricos, glicose sanguinea e
peroxidacao lipidica em hamsters (Mesocricetus auratus)
hipercolesterolémicos. 2009. 123f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Poés-
Graduacao em Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

No organismo humano a atividade metabdlica normal produz constantemente
radicais livres que, paralelamente a outros fatores de risco, entre eles a
hipercolesterolemia, podem ser os responsaveis pelo aparecimento de doencas
degenerativas. Alguns compostos bioativos presentes na amora-preta (Rubus spp.)
possuem a capacidade de atuarem como antioxidantes naturais tornando o alimento
capaz de minimizar efeitos causados no organismo por espécies reativas do
oxigénio. Baseado nesse contexto propds-se a elaboracdo de um néctar de amora-
preta com propriedades funcionais. O objetivo da pesquisa foi verificar as
caracteristicas fisico-quimicas e o potencial antioxidante de néctar de amora-preta
durante o armazenamento congelado a -18+2°C (90 dias) e o efeito do produto sobre
os lipidios séricos (triacilglicerideos, colesterol total, HDL e LDL-colesterol), a
peroxidacao lipidica e a glicose sanguinea em hamsters (Mesocricetus auratus),
n=7, hipercolesterolémicos. Os grupos experimentais corresponderam as seguintes
dietas: grupo Controle (racdo comercial adicionada de 0,3% de bitartarato de colina);
grupo bebida - B (racdo comercial adicionada de 0,3% de bitartarato de colina + 5mL
de néctar de amora-preta); grupo colesterol — C (racdo comercial adicionada de
0,3% de bitartarato de colina e 0,1% de colesterol); grupo colesterol + bebida - CB
(racao comercial adicionada de 0,3% de bitartarato de colina e 0,1% de colesterol +
5mL do néctar de amora-preta). O néctar foi avaliado, a cada 15 dias, durante os 90
dias de armazenamento, quanto aos parametros: pH, acidez total, soélidos soluveis
totais, viscosidade aparente, compostos fendlicos totais, acido ascérbico,
antocianinas totais e atividade antioxidante. Ao final do experimento bioldégico as
avaliagbes bioquimicas realizadas nos animais foram: triacilglicerideos, colesterol
total e fragdes (HDL e LDL- colesterol), glicose no plasma e peroxidagao lipidica no
soro, cérebro, figado e intestino delgado. Os resultados mostraram que as
caracteristicas fisico-quimicas e o potencial antioxidante do néctar de amora-preta
mantiveram-se praticamente estaveis ao longo de 90 dias de armazenamento
congelado. Concluiu-se que o néctar de amora-preta é capaz de reduzir os niveis
séricos de triacilglicerideos, colesterol total e LDL-colesterol de hamsters normo e
hipercolesterolémicos, néo influenciando as concentracdes de HDL. Do mesmo
modo, foi capaz de diminuir a iniciacdo das reacdes de peroxidacao lipidica,
comprovando seu potencial antioxidante, ndo somente em sistemas in vitro, como
também in vivo. O produto n&o interferiu na glicose dos animais estudados.

Palavras-chave: amora-preta, néctar, capacidade antioxidante, lipidios séricos,

peroxidacao lipidica.



ABSTRACT

ARAUJO, Paula Ferreira de. Antioxidant activity of blackberry nectar (Rubus
spp.) and it influence on serum lipids, blood glucose and lipid peroxidation in
hypercholesterolemic hamsters (Mesocricetus auratus). 2009. 123f. Dissertacao
(Mestrado) — Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

In humans, the normal metabolic activity produces free radicals that constantly, along
with other risk factors, including hypercholesterolemia may be responsible for the
onset of degenerative diseases. Some bioactive compounds present in blackberry
(Rubus spp.) have the ability to act as natural antioxidants can make the food to
minimize effects on the body caused by reactive oxygen species. Based on this
context it was proposed the establishment of nectar with functional properties,
resulting from the processing of blackberry. The aim of this research was to
determine the physico-chemical and antioxidant potential of blackberry nectar during
frozen storage at -18+2°C (90 days) and the effect of product on the serum lipids
(triglycerides, total cholesterol, HDL and LDL-cholesterol), the glucose and lipid
peroxidation in hypercholesterolemic hamsters(Mesocricetus auratus), n=7. The
experimental groups were the following diets: Control group (commercial ration plus
0.3% of the choline bitartrate); Drink group - B (commercial ration plus 0.3% of the
choline bitartrate + 5mL of blackberry nectar); Cholesterol group - C (commercial
ration plus 0.3% of the choline bitartrate and 0.1% cholesterol); cholesterol group +
drink - CB (commercial ration plus 0.3% of the choline bitartrate and 0, 1%
cholesterol + 5mL of blackberry nectar). The nectar was measured, every 15 days
during the 90 days of storage, for pH, total acidity, soluble solids, apparent viscosity,
total phenolic compounds, ascorbic acid, total anthocyanins and antioxidant activity.
At the end of the biological experiment, were performed in animals the biochemical
evaluations: triglycerides, total cholesterol and fractions (HDL and LDL-cholesterol),
glucose and lipid peroxidation in serum, brain, liver and small intestine. The results
showed that the physico-chemical and antioxidant potential of blackberry nectar
remained practically stable throughout the 90 days of frozen storage. We concluded
that the blackberry nectar is capable of reducing serum triglyceride, total cholesterol
and LDL-cholesterol in normal and hypercholesterolemic hamsters, no influence on
concentrations of HDL. Similarly, it was able to reduce the initiation of the reactions of
lipid peroxidation, demonstrating their antioxidant potential, in systems not only in
vitro but also in vivo. The product did not affect the glucose of animals studied.

Key-words: blackberry, nectar, antioxidant capacity, serum lipids, lipid peroxidation.
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INTRODUCAO GERAL

Os efeitos toxicos do oxigénio sobre componentes celulares do organismo
tém se tornado objeto de intensa investigacdo cientifica nos ultimos anos. Estes
efeitos sdo resultantes da oxidagdo de componentes celulares como cofatores
enzimaticos, proteinas, nucleotideos e lipidios, principalmente acidos graxos
poliinsaturados, mediada por espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies
reativas de nitrogénio (ERNs), conhecidas genericamente como radicais livres
(GILLER e SIGLER, 1995; ROMERO et al., 1998). A reagao destas espécies com
acidos graxos poliinsaturados presentes nas membranas celulares e lipoproteinas
inicia um processo em cadeia conhecido como peroxidacao lipidica ou
lipoperoxidagédo, que pode ser avaliado e utilizado como um indicador do estresse
oxidativo celular (LIMA e ABDALLA, 2001).

Os radicais livres estdo relacionados com uma grande variedade de
doencas, incluindo cancer, doencas hepaticas, cardiovasculares e envelhecimento
precoce. Na maioria das vezes esta relacdo se da pela propriedade que os radicais
livres tém de reagir com os acidos graxos poliinsaturados, servindo como iniciadores
do processo de peroxidacao lipidica (BABER e HARRIS, 1994).

Juntamente com o estresse oxidativo, a hipercolesterolemia também tem
sido um dos principais fatores de risco para o desencadeamento das doencas
degenerativas (GRUNDY et al.,, 2004; PRACA; THOMAZ; CARAMELLI, 2004).
Observa-se relacao direta entre as concentracées plasmaticas de colesterol total e
da fracdo LDL com as doencas coronarianas, sendo que quanto maior a
concentracdo de LDL-colesterol na circulagdo, maior a probabilidade do surgimento
deste tipo de enfermidade (CATER; HELLER; DENKE, 1997; HU et al., 1999;
KENDALL e JENKINS, 2004).

Pesquisas recentes indicam que modificacbes no estilo de vida e
principalmente na dieta, adquiriram, nos tempos atuais, importancia impar no

controle das doencas degenerativas, podendo ser considerados adjuntos efetivos a
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terapia medicamentosa na prevencao desse tipo de doenca (KENDALL e JENKINS,
2004; KNOWLER; BARRETT-CONNOR; FOWLER, 2002).

As frutas, reconhecidas fontes de vitaminas, minerais e fibras, sdo alimentos
nutricionalmente importantes na dieta. Nos ultimos anos, maior atengdo tem sido
dada a estes alimentos uma vez que evidéncias epidemioldgicas tém demonstrado
que o consumo regular dos mesmos esta associado a reducdo da mortalidade e
morbidade por algumas doengas cronicas degenerativas, como as cardiovasculares.
O possivel efeito protetor exercido por estes alimentos tem sido atribuido
principalmente a presenca de substancias com elevado potencial antioxidante, como
compostos fendlicos, vitaminas e outras (KAUR e KAPOOR, 2002; MARTINEZ-
VALVERDE; PERIAGO; ROS, 2000).

Dentro desse contexto, pequenas frutas como a amora-preta (Rubus spp.)
vém despertando a atencao dos consumidores em fungao dos beneficios que podem
proporcionar ao organismo, através de sua composi¢ao rica em antioxidantes como

0s compostos fendlicos.

Entretanto, as substancias bioativas presentes nos alimentos podem néao
apresentar in vivo a mesma atividade apresentada in vitro, podendo muitas vezes
nao estar totalmente disponiveis, ou ainda serem rapidamente metabolizadas e
excretadas, tornando-se assim ineficazes. No organismo vivo as substancias ativas
sao absorvidas e metabolizadas podendo perder sua atividade ou até mesmo
apresentar uma atividade muito maior do que aguela mensurada através de técnicas
analiticas. Fatores como a solubilidade dos compostos frente aos diferentes
sistemas do organismo, pH do meio, concentracdo e sinergismo entre as
substancias podem influenciar no metabolismo das mesmas ao longo do trato
gastrintestinal. Assim, é importante relacionar a atividade antioxidante in vitro com
aquela demonstrada em sistemas in vivo, uma vez que in vitro observa-se a
atividade dos compostos na forma como apresentam-se naturalmente no fruto e, in
vivo, observa-se a atividade dos compostos absorvidos ou dos seus metabdlitos,
podendo nem sempre apresentar a mesma intensidade daquele (HORST e LAJOLO,
2009).
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Sendo assim, neste estudo objetivou-se avaliar as caracteristicas fisico-
guimicas e o potencial antioxidante, durante 0 armazenamento congelado a -18+2°C
(90 dias), de néctar de amora-preta, cv. Tupy, e o efeito do produto sobre os lipidios
séricos (triacilglicerideos, colesterol total, HDL e LDL-colesterol), a peroxidacao

lipidica e a glicose sanguinea em hamsters hipercolesterolémicos (Mesocricetus
auratus).



CAPITULO | - REVISAO DE LITERATURA

1 AMORA-PRETA (Rubus spp.)

A amoreira-preta é uma espécie arbustiva de porte ereto ou rasteiro,
pertencente a familia Rosaceae, género Rubus, que produz frutos agregados
(denominado drupa), com cerca de 4 a 7 gramas, de coloracao negra e sabor acido
a doce-acido (Fig. 1.1) (FACHINELLO; HOFFMANN; SANTOS, 1994).

Figura 1.1 — Frutos da amoreira-preta (Rubus spp.), cultivar Tupy.

Embora existam espécies nativas do género Rubus no Brasil, a amoreira-
preta sé comegou a ser pesquisada em 1972, pela Embrapa Clima Temperado,
sendo a primeira colegao implantada em 1974 no municipio de Cangucgu (RS) com
os cultivares Brazos, Comanche e Cherokee oriundos da Universidade de Arkansas,
Estados Unidos (RASEIRA; SANTOS; MADAIL, 1984; RASEIRA, A.; SANTOS;
RASEIRA, M., 1992). A partir de 1975, em virtude do programa de melhoramento
genético da Embrapa, surgiram os primeiros cultivares brasileiros: Ebano, em 1981
(BASSOLS e MOORE, 1981); Negrita, em 1983 (RASEIRA, A.; SANTOS; RASEIRA,
M., 1992); Tupy e Guarani, em 1988 (SANTOS e RASEIRA, 1988) e Caingangue em
1992 (RASEIRA, A.; SANTOS; RASEIRA, M., 1992).

A cultura da amoreira-preta no Brasil apresenta expressivo destaque nos
Estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo e sul de Minas

Gerais, locais onde a ocorréncia de periodos de frio favorece o desenvolvimento da
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planta (ANTUNES et al., 2000). No Rio Grande do Sul a cultivar Tupy responde por
70% da area cultivada e a floracao se da do final do més de agosto a segunda
dezena de setembro sendo a colheita dos frutos na terceira dezena de novembro a
segunda de dezembro. Esta cultivar apresenta plantas de porte ereto e com
espinhos, produz frutas grandes (em torno de 6 gramas), de coloracdo preta e
uniforme, sabor equilibrado em acidez e acucar, textura consistente e firme, semente

pequena, pelicula resistente e aroma ativo (SANTOS e RASEIRA, 1988).

A amora é uma fruta altamente nutritiva, contendo em torno de 85% de agua,
10% de carboidratos, alguns minerais como calcio, potassio, sédio, ferro e fésforo,
vitaminas (A, B e C) e lipidios, apresentando baixo valor calérico com apenas 52
calorias em 100g de fruta (POLING, 1996). Constitui-se também de outras
substancias de interesse pelo aspecto funcional destacando-se compostos fenélicos
como flavonoides, flavandides e &acidos fendlicos (ANTUNES, 2002; BARBOZA,
1999). Devido aos seus constituintes quimicos, com destaque principalmente para
os compostos fendlicos e a vitamina C, a amora pode apresentar propriedades
funcionais fisiolégicas como atividade antioxidante e anticancerigena (HASSIMOTO;
GENOVESE; LAJOLO, 2004a), caracteristicas que estimulam o seu consumo in
natura ou transformada/adicionada em outros alimentos como geléias, sucos e
iogurtes (GRANADA; VENDRUSCULO; TREPTOW, 2001). Segundo Hassimoto et
al. (2004b), os frutos da amoreira-preta cultivar Tupy podem apresentar teores de
antocianinas de 116,76mg.100g™, compostos fenélicos totais de 373,33mg.100g™ e
atividade antioxidante em torno de 71,32% de inibicdo do descoloramento do [-

caroteno.

1.1 Compostos fendlicos

Dentre os compostos fendlicos com propriedades antioxidantes presentes na
amora-preta destacam-se as antocianinas, sendo a cianidina-3-glicosidio e cianidina-
3-rutinosidio as mais representativas. Estao presentes também outros flavonéides
como quercetina e kaempferol; flavanodides: catequina e epicatequina; acidos
hidroxicinamicos: p-cumarico, caféico e ferulico e os acidos hidroxibenzdicos: p-
hidroxibenzéico e acido elagico, este ultimo presente em quantidades mais
significativas na forma de seu precursor, o &cido galico (MAATA-RIIHINENN;
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KAMAL-ELDIN; TORRONEN, 2004; SIRIWOHARN et al., 2004). Entretanto, a
capacidade antioxidante da amora tem sido atribuida, em especial, aos flavondides
antocianicos, os quais tém demonstrado agirem como quelantes do oxigénio singlete

e triplete, sequestrantes de radicais livres e inibidores enzimaticos (GARCIA-
ALONSO et al., 2004; SELLAPPAN; AKOH; KREWER, 2002).

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios naturalmente presentes
em plantas e frutas. Sdo parcialmente responsaveis pela cor, sabor, aroma e
adstringéncia de muitos alimentos, além de estarem envolvidos no processo de
crescimento e reproducdo das plantas e caracterizarem propriedades
antimicrobianas e inseticidas nas mesmas (GIBNEY; MACDONALD; ROCHE, 2006).
A presenca de compostos fendlicos especificos em cada fruta pode estar
relacionada a fatores como o tipo de fruta, variedade, localizacdo geogréafica da
planta, condicbes ambientais e climaticas durante o crescimento da mesma
(fertilizagdo, temperatura, luz e agua), assim como com a incidéncia de doencas
(KING e YOUNG, 1999; ROSS e KASUM, 2002). Os niveis de compostos fendlicos
podem ser influenciados por fatores como condicbes de amadurecimento e
armazenamento pdés-colheita dos frutos e por processos tecnoldgicos utilizados na
elaboracdo e armazenamento dos produtos derivados (VENDRAMINI e TRUGO,
2004; ZADERNOWSKI; NACZK; NESTEROWICZ, 2005).

A sintese de compostos fendlicos esta intimamente ligada ao metabolismo
dos acucares. O acgucar € de importancia vital no acumulo de compostos fenélicos
nos vegetais, pois sem esta fonte de energia disponivel a formagcdo desses
compostos fica reduzida (ROSIER, 2003). Apos o inicio dos processos de maturacéao
dos vegetais ocorrem profundas mudancas no metabolismo dos mesmos, que
englobam a reducao da via da glicélise e consequentemente da producao de acido
malico, sendo a partir deste momento que a célula passa a armazenar acucar.
Durante o desenvolvimento da planta, uma vez que os agucares se encontram em
fase de armazenamento, podem ocorrer vias metabdlicas alternativas para o
acumulo dos compostos fendlicos. A glicolise via piruvato € uma delas e é
responsavel também pelas principais funcdes vitais da planta como respiracao,
formagéo de acidos e desenvolvimento. Outra via metabdlica bastante conhecida é a

via das pentoses na qual encontra-se o aminodcido fenilalanina que, comandado
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pela concentracdo hormonal da planta, direciona a energia da mesma para o
acumulo de proteina e portanto, ao crescimento vegetativo. Quando ocorre uma
variacao das taxas hormonais do vegetal o metabolismo pela via das pentoses faz
com que a fenilalanina contribua para a formagdo da enzima fenilalanina-
amonialiase (PAL), enzima ligada ao aparecimento da coloracdo dos frutos. A
ocorréncia de baixas temperaturas noturnas, que provocam uma alteracao hormonal
na planta, é que determina a parada do crescimento vegetativo e o inicio da
maturacdo com seus consequentes acumulos de aclcar e de substancias fendlicas
assim como de alguns precursores de aroma. A acao da enzima “PAL” promove o
deslocamento da via metabdlica, que antes proporcionava o crescimento, para a via
do acido cinamico que direciona a energia do meio para dois pontos distintos e
importantissimos: formacao de lignina (para reserva da planta) e formacado do
chalcone (precursor comum dos taninos — compostos fendlicos de baixo peso
molecular responsavel pela adstringéncia dos frutos, flavondides e antocianidinas). A
via das pentoses (Fig. 1.2), também conhecida como via chiquimica, permite verificar
a disposicao do aminoacido fenilalanina, podendo ser utilizado para a proteossintese
durante o crescimento da planta ou para a formacao de compostos fendlicos.
Portanto, para que ocorra sintese dos compostos fendlicos, tem-se uma
concorréncia entre 0os compostos primarios indispensaveis a vida celular e os
secundarios, que sé aparecem em quantidades maiores se as células reduzirem sua
atividade metabdlica. Sempre que ocorrer reducdo do crescimento vegetativo,
gragas a um desequilibrio hormonal, ocorre o favorecimento de acumulo de
compostos fendlicos. Se a planta crescer ao mesmo tempo em que amadurecerem

os frutos este acumulo sera reduzido (ROSIER, 2003).
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Figura 1.2 — Vias de biossintese dos compostos fendlicos.
Fonte: ROSIER, 2003; p.139.

A funcionalidade dos compostos fenélicos esta relacionada principalmente a
sua acao sequestradora de radicais livres e com isso, podem estar associados a
possivel prevencao do risco da ocorréncia de algumas doencas, como aterosclerose,
alguns céanceres, patologias cerebrais e inflamag¢des crénicas recentemente
estudadas em diversas pesquisas cientificas (SIRIWOHARN et al., 2004;
ZADERNOWSKI; NACZK; NESTEROWICZ, 2005).

Os radicais livres presentes no organismo causam dano oxidativo em
diferentes moléculas, como lipidios, proteinas e acidos nucléicos, estando
envolvidos na fase de iniciacdo de doencas degenerativas. Os componentes
celulares nao sao protegidos totalmente por antioxidantes enddgenos, e esta cada
vez mais estabelecido que antioxidantes obtidos da dieta sdo indispensaveis para a
defesa do organismo contra a oxidacdo e que, portanto, tém importante papel na
manutencao da saude (CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007).

A capacidade antioxidante dos compostos fendlicos vem sendo relacionada a
presenca de grupos hidroxila em sua estrutura quimica, fator considerado critico
para a neutralizagdo de radicais livres (ELISIA; POPOVICH; KITTS, 2007). Essa
neutralizacao é primariamente atribuida a alta reatividade dos substituintes hidroxilas
(OH) que neutralizam os radicais livres conforme a Eq. 1.1, onde F-OH é o
composto fendlico e R o radical livre.
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FOH+R — F-O + RH

Equacéao 1.1 — Neutralizacdo de radicais livres.

A ligacao “OH” apresenta momento dipolar extremamente alto, uma vez que o
oxigénio € mais eletronegativo que o hidrogénio, possuindo em sua ultima camada
pares de elétrons isolados que projetam-se no espaco longe do ndcleo carregado
positivamente, favorecendo a separacao de cargas. Devido a isso na ligacao O-H o
hidrogénio é mais facilmente liberado (McMURRY, 2006).

Assim, o grupamento hidroxila cede um atomo de hidrogénio e um elétron
para o radical livre, estabilizando-o. Devido a capacidade do grupo aromatico
presente na estrutura dos compostos fendlicos se reestruturar frente ao
despareamento de elétrons, a estrutura do mesmo se mantém estavel (KUSKOSKI

et al., 2004) sem que seja formado um novo radical livre na célula.

As antocianinas sdo compostos fendlicos responsaveis pela maioria das cores
azul, violeta e todas as tonalidades de vermelho, presentes em flores e frutos (ABE
et al., 2007), representando importante papel na prevencao ou retardo de inimeras
doencgas por suas propriedades antioxidantes (KUSKOSKI et al., 2004; MARTINEZ-
FLOREZ et al., 2002). Fazem parte do grupo dos flavonéides e sdo compostos
fendlicos que apresentam como estrutura basica o nucleo flavilium (céation 2-
fenilbenzopirilio) (Fig. 1.3).

P

/

Figura 1.3 — Estrutura do cation 2-fenilbenzopirilio.
Fonte: VOLP et al., 2008, p.144.

A molécula de antocianina (Fig. 1.4) é constituida por duas ou trés fracoes,
uma aglicona (antocianidina), um grupo de agucares e, frequentemente, um grupo
de acidos organicos (FRANCIS, 1989). Aproximadamente 22 agliconas séao

conhecidas, das quais 18 ocorrem naturalmente e dessas apenas seis
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(pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina e malvidina) sao
importantes em alimentos (FRANCIS, 2000).

Antocianinas R R R
Cianidina OH OH -
Peonidina OCH OH -
Delfinidina OH OH OH
Malvinidina OCH OH 0OCH
Petunidina OCH OH OH

Figura 1.4 — Estrutura das antocianinas encontradas em alimentos.
Fonte: VOLP et al., 2008, p.144.

Antocianinas livres sdo raramente encontradas em plantas, ocorrendo
comumente glicosiladas com acucares que estabilizam a molécula (FRANCIS,
2000). A glicosilagdo (substituicdo glicosidica) pode ocorrer em varias posicoes,
sendo observada com maior frequéncia na posigéao 3 (Fig. 1.4); um segundo agucar
quando presente na molécula encontra-se na posicdo 5 (BROUILLARD, 1982).
Glicose, ramnose, xilose, galactose, arabinose e frutose sdo os acuUcares mais
comumente ligados as antocianidinas, ocorrendo como monoglicosidios,
diglicosidios e triglicosidios glicosilados diretamente na aglicona (FRANCIS, 1989).

Os acucares das antocianinas podem aparecer acilados pelos acidos p-
cumarico, ferulico, caféico, p-hidroxibenzdico, sindpico, malénico, acético, succinico,
oxalico e malico (FRANCIS, 1989). Os substituintes acila encontram-se usualmente
ligados a hidroxila do agucar na posicao 3 (Fig. 1.4) e com menor freqtiéncia nas
posicdes 4 € 6.

A metoxilagdo, substituicdo dos radicais Ry e Rs (Fig. 1.4), é mais frequente

nas posicbes 3° e 5 e menos comum na 5 e 7. E importante salientar que
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antocianina natural nunca apresenta as hidroxilas das posi¢cdes 5, 7 e 4’ substituidas
ao mesmo tempo, pois um dos grupos hidroxila deve permanecer livre numa dessas
posicoes para a formacdo da estrutura quinoidal, responsavel pela cor
(BROUILLARD, 1982).

Os diferentes grupos R e R’ e acucares ligados nas posicoes 3, 5 e 7, assim
como o0s &cidos a eles ligados, caracterizam os diferentes tipos de antocianinas

presentes em alimentos, sendo que as mais comuns estdo no quadro 1.1.

Quadro 1.1 — Antocianinas frequentemente encontradas em alimentos

Antocianina Fontes
Pelargonidina-3-glicosideo Morango
Cianidina-3-glicosideo Morango, amora, ameixa, jambolao
Petunidina-3-arabinosideo Cebola roxa
Peonidina-3-glicosideo Cereja, jabuticaba, uva, ameixa
Delfinidina-3,5-diglicosideo Berinjela

Fonte: TERCI e ROSSI, 2002.

As antocianinas, como a maioria dos pigmentos naturais, apresentam grande
instabilidade. Normalmente sdo mais estaveis sob condicées acidas, porém podem
se degradar por qualquer mecanismo que leve a formacao de compostos escuros
e/ou insoluveis (JACKMAN e SMITH, 1992). Esta degradacao pode ocorrer durante
0 processamento e/ou armazenamento do alimento, sendo que os principais fatores
que influenciam na estabilidade destes pigmentos sao: pH, temperatura, presenca
de oxigénio e enzimas, além da interacdo com outros componentes do alimento
como acido ascorbico, ions metalicos (principalmente Cu e Fe), acucares e
copigmentos (BOBBIO e BOBBIO, 1992; JACKMAN e SMITH, 1992).

1.2 Vitamina C (acido L-ascérbico)

A vitamina C (4cido L-ascorbico) é um composto hidrossoluvel presente na
amora-preta que, em conjunto com os compostos fendlicos, contribui para a
funcionalidade da fruta, podendo atuar como co-fator para enzimas envolvidas na
biossintese do colageno, hormdnios adrenais, carnitina e neurotransmissores (NRC,
2000). Além disso, € capaz de aumentar a absorcdo e utilizacdo do ferro e atuar
como antioxidante reduzindo as concentragdes de radicais livres geradas pelo
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metabolismo celular (MAGNONI, 2004; MAY, 1999). Entretanto, segundo Agar;
Streif; Bangerth (1997) e Barboza (1999), a amora apresenta baixos conteudos
desta vitamina (cerca de 20mg.100g™") principalmente quando comparada a outras
pequenas frutas (berries) como morango (63,6mg.100g™") (TACO, 2006).

No plasma a vitamina C pode doar elétrons para diversas espécies reativas
(perdéxido de hidrogénio, radical hidroxila, peroxila e radical super6xido) eliminando-
as antes que reajam com as membranas e lipoproteinas biol6gicas (IMEN, 2008).
Baseado neste contexto explica-se a capacidade que a vitamina C apresenta em
atuar na prevencao da oxidacao lipidica da HDL. Esta é a fragdo antiaterogénica do
colesterol circulante, sendo que a sua reducao sérica esta fortemente associada ao
maior risco de doencas aterotrombéticas (IMEN, 2008). Além de ser responsavel
pelo transporte reverso do colesterol, a HDL exibe véarios outros efeitos
cardioprotetores, incluindo a preservacao da funcao endotelial, inibicdo da atividade

antiplaquetaria, propriedade anticoagulante e fibrinolitica (IMEN, 2008).

O acido ascorbico € considerado um poderoso antioxidante porque sua
molécula em geral apresenta a propriedade de se oxidar primariamente as demais
moléculas, impedindo e protegendo-as da oxidagao. O acido ascérbico, de formula
quimica CgHgOs, cuja estrutura pode ser observada na Fig. 1.5, apresenta quatro
hidroxilas (OH) livres que interagem com as moléculas dos radicais livres. Essa
interacdo resulta na remocado de um atomo de hidrogénio entre as hidroxilas
localizadas na posicao C=C com posterior eliminacdo de uma molécula de agua. A
dupla ligagdo entre os carbonos faz com que a molécula do acido ascorbico se
mantenha estavel e ao mesmo tempo possa atuar contra os radicais livres reduzindo
a velocidade das reacdes de oxidacado (STADLER, 1999).

|CH1— OH
H—C—o0H
O0.__0O
OH  OH

Figura 1.5 — Estrutura do acido L-ascoérbico.
Fonte: BOBBIO e BOBBIO, 1992, p.188.
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A vitamina C ¢é extremamente instdvel e perde suas propriedades
principalmente em funcao do pH e da presenca de oxigénio, calor e luz, varidveis de
total importancia na estabilidade deste composto durante o processamento e
armazenamento dos alimentos (MAEDA et al., 2007). Esta vitamina também se
degrada quando exposta a acucares, aminoacidos livres e na presenca de enzimas
como ascorbato-oxidase, sendo a reacdo acelerada pela presenca de frutose,
frutose-6-fosfato, frutose-1,6-difosfato, sacarose, frutose caramelizada e de ions
metalicos (Cu®* e Fe*'), dando diferentes produtos de degradacdo como furfural,
hidroximetilfurfural, acido dehidroascérbico, acido dicetogulénico, CO, e H.0-
(ARAUJO, 2004; SILVA, 1999).

2 NECTAR

Néctar de fruta, segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento - Decreto numero 2.314 de 04/09/1997, é a bebida ndo fermentada,
obtida da diluicdo em agua potavel da parte comestivel do vegetal e acucares ou de
extratos vegetais e acglcares, podendo ser adicionada de acidos, e destinada ao
consumo direto (BRASIL, 1997). O produto diferencia-se de suco principalmente em
funcdo da concentracao de polpa adicionada, cujo contetdo é superior neste Ultimo
(BRASIL, 2003). Assim, embora nao haja legislacao especifica para suco ou néctar
de amora-preta, as caracteristicas de elevada acidez, sabor forte e coloragéo intensa
da fruta direcionam sua utilizagdo na elaboracdo de néctares e ndo de suco,
objetivando menores prejuizos a qualidade sensorial do produto ou mantendo a

caracteristicas sensoriais associadas a fruta.

Sucos e néctares sao produtos finais da transformacao de algumas frutas e
hortalicas cujo mercado interno e externo tem evidenciado grande expansao.
Segundo a Associagédo Brasileira das Industrias de Refrigerantes e Bebidas N&o
Alcodlicas (ABIR, 2008), o volume de suco produzido no Brasil cresce
gradativamente desde os ultimos 4 anos. A producao foi da ordem de 333.435
milhdes de litros no ano de 2005; 388.473 milhdes em 2006; 472.187 milhdes em
2007 e até os primeiros 9 meses de 2008 foram 384.394 milhdes de litros produzidos
(ABIR, 2008). A demanda por esses produtos tem aumentado nos ultimos anos

principalmente em virtude da manutencao das caracteristicas mais préximas da fruta
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in natura que o produto proporciona, maior interesse demonstrado pelos
consumidores em uma dieta saudavel, além da facilidade de utilizacdo do mesmo na
forma pronta para consumo, requisito de praticidade muito importante no estilo de
vida da sociedade moderna (LEITAO, 2007).

O consumo de sucos de frutas no Brasil encontra-se em plena expansdo em
todas as regides, pois o Pais possui mais de 20 poélos de fruticultura distribuidos nas
regidbes Norte (principalmente Amazodnia), Sul (frutas de clima temperado) e
Nordeste (culturas irrigadas no semi-arido). InUumeras dessas frutas apresentam
aroma e sabor destacados e composicdo relevante em compostos funcionais,
particularmente antioxidantes naturais como carotendides, polifendis e acido
ascorbico (CAMARGO et al., 2007).

O elevado teor de umidade da amora, a alta taxa respiratéria e a estrutura
fragil da casca tornam-na sensivel ao armazenamento e manuseio, apresentando
vida péds-colheita relativamente curta e, com isso, consumo in natura menos
frequente (ANTUNES; DUARTE FILHO; SOUZA, 2003). Assim, os frutos geralmente
sao consumidos na forma de polpa, geléia, sucos, entre outros (MOTA, 2006).

Granada; Vendruscolo; Treptow (2001) produziram suco de amora-preta por
extragdo com prensa hidraulica, com e sem adicdo de enzimas, mantido a
temperatura ambiente. Moreno-Alvarez et al. (2002) prepararam suco de amora com
12% de polpa, armazenado a temperatura de refrigeracao (7°C). Mota (2006) obteve
suco de amora-preta com a utilizagdo de um extrator caseiro, armazenando o
produto sob temperatura ambiente (16-18°C) e de refrigeracao (8°C). Leitao (2007)
elaborou néctar de amora pela mistura de polpa e agua potavel na proporcao 1:1

(v/v) e armazenando-o a 4 € a 16°C.

A conservagao dos sucos e néctares de frutas € determinada pelo controle
das alteracbes que podem comprometer a estabilidade dos mesmos. As alteragdes
originadas normalmente estdo relacionadas a fatores de natureza microbioldgica,
quimica ou enzimatica inerentes a prépria fruta ou associadas as condicées de
processamento, embalagem e armazenamento dos produtos, sendo responsaveis
pelo comprometimento das caracteristicas sensoriais (sabor, aroma, cor,

consisténcia) e nutricionais dos mesmos (LEITAO, 2007).



31

Refrigeracao e congelamento sdo métodos adequados para a conservagao de
sucos de frutas, contribuindo positivamente tanto microbioldégica quanto
nutricionalmente para a manutencao de alimentos seguros e estaveis (FRANCO e
LANDGRAF, 1996; SOUZA FILHO et al., 1999).

O uso do congelamento para a preservacao de alimentos data dos tempos
pré-histéricos. Os homens primitivos observaram que em temperaturas climaticas
baixas os alimentos pereciveis podiam ser mantidos quase indefinidamente e com a
mesma qualidade durante o tempo em que permaneciam congelados (COLLA e
PRENTICE-HERNANDEZ, 2003). Durante o congelamento as alteracdes de origem
microbiana deixam de ter importancia significativa dentre as alteracbes
desencadeadas nos alimentos, passando a ocorrer, mesmo que em baixa
velocidade, principalmente mudancas fisicas e quimicas. Em sucos de frutas
congelados as alteragdes mais frequentes sdao de cor e aroma, em funcdo das
enzimas que ainda podem manifestar alguma atividade, ocasionando principalmente
modificacdes nas caracteristicas sensoriais do produto (BARUFFALDI e OLIVEIRA,
1998). Entretanto, dentre os varios métodos existentes de conservacao de
alimentos, € o que proporciona, juntamente com o0 uso da embalagem correta,
menores danos aos frutos e produtos derivados, tanto do ponto de vista nutricional
como sensorial (NEVES FILHO, 1986).

Lima; Melo; Lima (2005) avaliando o efeito da temperatura de congelamento
(-18°C) sobre a estabilidade das antocianinas em polpa de pitanga verificaram uma
degradacdo dos pigmentos (8,7%) apenas aos 60 dias de armazenamento,
mantendo-se praticamente constante até o final do experimento (12 meses). Embora
a degradacao inicial tenha sido estatisticamente significativa, os autores mencionam
que a coloracéo do produto nédo apresentou alteracdes visualmente perceptiveis. De
acordo com eles a estabilidade do pigmento antocianico durante o congelamento de
alimentos com elevado teor de compostos fendlicos pode ser decorrente da
presenca de outros fendlicos que podem atuar como copigmentos (LIMA; MELO;
LIMA, 2002). Davies e Mazza (1993) mencionam que a complexacdo molecular de
antocianinas com outros compostos fendlicos é o principal mecanismo de
estabilizagcado da cor durante o armazenamento. Lopez; Mattietto; Menezes (2005),
também avaliando a estabilidade de polpa de pitanga, verificaram que durante 90
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dias de armazenamento congelado (-18°C) praticamente nao houve alteracdes
significativas (p<0,05) de cor e em especial de sabor e aroma no produto.

Yamashita et al. (2003) estudaram a estabilidade da vitamina C em diversos
produtos de acerola e verificaram que quando comparadas as frutas in natura com a
polpa processada e o suco pasteurizado houve uma diminuicdo nos teores desta
vitamina na ordem de 10 e 34%, respectivamente. A justificativa para as diferencas
de degradacdo demonstradas foi principalmente em funcdo do tipo de
processamento aplicado aos produtos derivados, associando uma maior degradagao
Nno suco ao processo de pasteurizacdao aplicado. Ainda neste estudo, avaliando a
estabilidade da vitamina frente ao congelamento (-12 e -18°C), foi verificada uma
diminuicao de 43 e 19% (respectivamente) para os frutos in natura e de 3% para a
polpa processada em ambas as temperaturas utilizadas. O suco mantido a
temperatura ambiente apresentou um déficit de 32% de vitamina C ao final do
armazenamento o que mostra a importancia das baixas temperaturas,
principalmente o congelamento, na manutencdo dos compostos quimicos presentes

nas frutas e produtos derivados.

3 RADICAIS LIVRES, ESTRESSE OXIDATIVO E PEROXIDAGAO LIPIDICA

Os efeitos toxicos do oxigénio sobre componentes bioldgicos tém-se tornado
objeto de intensa investigacdo cientifica nos Uultimos anos. Estes efeitos sao
resultantes da oxidacao de componentes celulares como tibis, cofatores enzimaticos,
proteinas, nucleotideos e lipidios (principalmente acidos graxos poliinsaturados),
mediada por espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio
(ERNSs), conhecidas genericamente como radicais livres (GILLER e SIGLER, 1995;
ROMERQO et al., 1998).

O oxigénio é considerado o principal fornecedor de espécies reativas. Durante
0 metabolismo aerdbio mais de 95% do oxigénio consumido decorre da producao de
energia nas mitocéndrias celulares; o restante, quando nao é totalmente reduzido a
agua, pode sofrer reducdo por um numero menor de elétrons, ao longo da cadeia
respiratéria, produzindo espécies reativas de oxigénio numa sequéncia de reacdes
de oxi-reducado (LEITE e SARNI, 2003; URSO e CLARKSON, 2003).
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Um radical livre é qualquer espécie com existéncia independente que
contenha um ou mais elétrons nao pareados ocupando orbitais externos, sendo que
um elétron ndo pareado é aquele que ocupa um orbital atbmico ou molecular
isoladamente (STOKER e KEANEY, 2004). Essa configuragao faz dos radicais livres
moléculas altamente instaveis, com meia-vida curtissima e quimicamente muito
reativas (SOARES, 2002).

As EROs incluem todos os radicais do oxigénio, como ion superéxido (Oz¢),
radical hidroxila (OHe), radical alquila (L¢), alcoxila (ROe¢) e peroxila (ROO-). Nas
ERNSs estao incluidos além do peroxinitrito (ONOQO"), o éxido nitrico (*NO) e o radical
diéxido de nitrogénio (*NO.) (MANCINI-FILHO, 2006). O anion peroxinitrito (ONOQO"),
o acido hipocloroso (HOCI), o perdxido de hidrogénio (H2O2), o oxigénio singlete
('0,) e 0 0z6nio (O3) ndo sao radicais livres, mas podem induzir reacdes radicalares
no organismo, sendo por isso também considerados como espécies reativas (PATEL
et al., 1999).

A formacao de radicais livres in vivo ocorre via agao catalitica de enzimas,
durante os processos de transferéncia de elétrons que ocorrem no metabolismo
celular e pela exposicao a fatores exdégenos (quadro 1.2). Contudo, na condicdo de
pré-oxidante a concentracdo desses radicais pode aumentar devido a maior geracao
intracelular ou pela deficiéncia dos mecanismos antioxidantes (CERUTTI, 1994).
Assim, o desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes, que resulta na
indugdo de danos celulares pelos radicais livres, tem sido chamado de estresse
oxidativo (STOKER e KEANEY, 2004).

Quadro 1.2 — Fontes endogenas e exdégenas de geracdao de radicais livres no

organismo
Enddgenas Exdgenas
Respiracédo aerdbia Ozbnio
Inflamacdes Radiacbes gama e ultravioleta
Peroxissomos Medicamentos
Enzimas do citocromo P450 Dieta
Cigarro

Fonte: BIANCHI e ANTUNES, 1999.

A reacao de espécies reativas de oxigénio com acidos graxos poliinsaturados

presentes em membranas celulares e nas lipoproteinas inicia um processo em
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cadeia conhecido como peroxidacado lipidica ou lipoperoxidagdo que pode ser
avaliado e utilizado como um indicador do estresse oxidativo celular (LIMA e
ABDALLA, 2001).

A peroxidacao lipidica pode ser definida como uma sequéncia de reagdes
bioquimicas resultantes da acdo dos radicais livres sobre os lipidios insaturados das
membranas celulares, gerando principalmente radical alquila, alcoxila e peroxila
(BENZIE, 1996). As alteragbes nas membranas levam a mudangas na
permeabilidade, alterando o fluxo ibnico e o fluxo de outras substancias, o que
resulta na perda da seletividade para entrada e/ou saida de nutrientes e substancias
téxicas a célula, alteracbes do DNA, oxidacao do LDL-colesterol e comprometimento
dos componentes da matriz extracelular (proteoglicanos, colageno e elastina)
(BABER e HARRIS, 1994; VACA; WILHEM; HARMS-RINGDAHL, 1988).

Nos sistemas biolégicos a peroxidagao lipidica pode ocorrer principalmente
por duas vias: enzimatica, envolvendo as ciclooxigenases e lipoxigenases na
oxigenacao dos acidos graxos; e nao enzimatica, que envolve a participacao de
EROs, ERNs e metais de transicao (AL MEHDI et al., 1993; PORTER; CALDWELL,;
MILLS, 1995).

O processo da peroxidagcdo lipidica inicia-se quando espécies reativas
removem um atomo de hidrogénio do grupo metileno das cadeias de acidos graxos
poliinsaturados (LH) das membranas ou de particulas de lipoproteinas formando um
radical lipidico (Le¢). Este por sua vez, para se estabilizar, sofre um rearranjo
molecular formando um dieno conjugado que reage com o oxigénio produzindo
radical peroxil (LOO¢), 0 qual na presenca de outro lipidio (LH) ou outro doador de
elétron forma um hidroperéxido lipidico (LOOH) e um outro radical lipidico (Le) (Fig.
1.6) (BLOKHINA; VIROLAINEN; FAGERSTEDT, 2003; SJODIN; WESTING; APPLE,
1990; STOKER e KEANEY, 2004).
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/\ — /\_ /\ _ / Acido graxo polinsaturado (LH)

b
/\ —_ /\ — /\ — / Radical lipidico (L)

l Rearranjo molecular

Dienos conjugados

l o, Incorporagao de axigénio

y=\=/\=/ Radical peroxil (LOO*)

l He de outro acido graxo (LH)

s O0—0

- Hidroperdxido lipidico {(LOOH)

I—0—0Q

Figura 1.6 — Processo de peroxidagao lipidica.
Fonte: FONSECA, 2007, p. 27.

O radical lipidico (L¢) é reativo e pode iniciar a formacédo de novos radicais
livres e assim continuar as rea¢des em cadeia. O hidroperéxido lipidico pode sofrer
degradacédo catalisada por metais de transicdo, como Fe" e Cu™, e produzir ainda
mais radicais reativos, como o radical peroxil (LOOe¢) ou o radical alcoxil (LO¢), os
quais irdo continuar as reacbes em cadeia e produzir compostos como o
malondialdeido (MDA) (BLOKHINA; VIROLAINEN; FAGERSTEDT, 2003; SJODIN;
WESTING; APPLE, 1990; STOKER E KEANEY, 2004).

Aldeidos insaturados, como o malondialdeido, sdo capazes de se ligarem
covalentemente a grupos nucleofilicos presentes em DNA, peptideos e proteinas,
provocando alteracdes nas funcdes dessas moléculas, fato que tem sugerido o
envolvimento desses compostos em varios processos degenerativos (HALLIWELL e

CHIRICO, 1993) como cancer, doencas hepaticas, aterosclerose e envelhecimento
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(Fig. 1.7) (SU et al., 2007). Assim, o malondialdeido tem sido frequentemente
utilizado como marcador da peroxidagao lipidica em sistemas biolégicos (SJODIN;
WESTING; APPLE, 1990).

Aterosclerose

Inflamacéo Isquemia
Artrite

Choque A _
v G Diabetes

Processo de Espécies reativas
envelhecimento <

de oxigénio e
nitrogénio
; Infeccao

Parkinson
Alzheimer

Cancer

Dano radioativo

Figura 1.7 — Patologias causadas por espécies reativas de oxigénio e nitrogénio.
Fonte: ARAUJO, 2007, p.26.

3.1 Aterosclerose

As doencgas cardiovasculares vém representando uma das causas mais
importantes de morbidade e mortalidade em todo o mundo. De acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima-se que até 2015 vinte milhdes de
pessoas morrerdo de doencas cardiovasculares, principalmente a partir de infarto do

miocardio e acidentes vasculares cerebrais (WHO, 2009).

A aterosclerose é a principal responsavel pela incidéncia de doencas
cardiovasculares. Trata-se de uma doenca multifatorial que consiste em uma
complexa e crbnica inflamagcao que ocorre nas artérias de médio e grande calibre
como as artérias coronarias (VANDERLAAN; REARDON; GETS, 2004), associada a
fatores de risco como hipertensdo, obesidade, hipercolesterolemia, dislipidemia,
diabetes, tabagismo, sedentarismo e lesdo ao endotélio (SPITELLER, 2005). De
acordo com Steinberg (2002) a inflamacdo é uma resposta a um agente que
desestabiliza a homeostase do local envolvido. Witztum (1993) sugere que o

processo aterosclerdtico possa ser iniciado por danos no endotélio vascular,
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produzidos por modificacbes oxidativas da LDL-colesterol. Essa injuria leva a
alteracées do endotélio que desencadeiam interagdes celulares com mondcitos,
plaquetas, células musculares lisas e linfécitos, dando inicio a lesdo aterosclerética
(ROSS, 1999). Evidéncias clinicas, genéticas e epidemiolégicas demonstram que
guanto maior a elevacao da concentracdo plasmatica de LDL maior o fator de risco
para a doencga aterosclerética (COOPER; MULLER; HUMPHRIES, 2005).

A lipoproteina de baixa densidade (LDL) € um dos principais transportadores
da molécula de colesterol no sangue. Isso porque o colesterol ndo é soluvel no
sangue e necessita de uma sistematica de transporte especial. Para que essas
moléculas atinjam as células nos mais diferentes tecidos do organismo humano elas
sao envolvidas por outras moléculas com caracteristicas anfifilicas, isto é, que
possuem regides polares e outras apolares na mesma molécula. A LDL possui uma
superficie hidrofilica (que a torna solluvel no sangue) e um interior hidrofébico, onde
o colesterol se localiza (GIBNEY; MACDONALD; ROCHE, 2006).

Quando a LDL esta intacta (ndo modificada) ela é reconhecida por receptores
na membrana celular, sendo interiorizada e desestruturada, com isso liberando o
colesterol necessario para o metabolismo celular. Por outro lado, se a LDL é
modificada por agentes externos, por exemplo agentes oxidativos, deixa de ser
reconhecida pelos receptores celulares e com isso, tem-se desestabilizada a
homeostase do local envolvido. Os compostos aldeidos formados durante o
processo de oxidacdo de acidos graxos insaturados presentes nas membranas
lipoprotéicas, em especial o malondialdeido (MDA), 4-hidroxinonenal (HNE) e o
hexanal, reagem com a porcao €-amino dos aminoacidos lisina da apolipoproteina
B-100 da LDL (LECOMTE et al.,, 1993; STOCKER e KEANEY, 2004), formando
bases de Schiff que aumentam a carga negativa da mesma. Este fato diminui o
reconhecimento pelo receptor celular classico da lipoproteina de baixa densidade.
Assim, as formas modificadas da LDL sdo captadas através de mecanismos de
reconhecimento pelo receptor scavenger (presente em macréfagos) resultando em
um substancial acumulo de colesterol e subsequente formacdo de células
espumosas nos vasos sanguineos (CARMENA; DURIEZ; FRUCHART, 2004;
GOTTO, 2003).
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A modificacdo oxidativa da LDL pode ser promovida pelos mais diversos
oxidantes e mecanismos. Alguns oxidantes podem ser originarios de células como
0s macroéfagos, células endoteliais ou musculares lisas. Entretanto outros oxidantes
podem ser originarios de fontes exdégenas como alguns alimentos e cigarro (NIKI,
2004), sugerindo que as modificagbes da LDL estdo diretamente relacionadas ao
processo de formacgéo de radicais livres. Desta forma, a peroxidacao lipidica tem um
papel crucial na patogénese da aterosclerose, existindo relacdo direta entre os
processos de peroxidacdo e o aumento dos niveis de LDL oxidada (ISMAIL; GAD;
HAMDY, 1999).

Reconhecidamente a dieta rica em colesterol (hipercolesterolemia) e acidos
graxos saturados, também é um dos fatores de risco para o desencadeamento das
doencas cardiovasculares ateroscleréticas (PRACA; THOMAZ; CARAMELLI, 2004).
Observa-se relacao direta entre as concentragées plasmaticas de colesterol total e
de LDL-oxidada com a doenca coronaria aterosclerética. Com isso, quanto maior a
concentracao de colesterol no sangue maior sera o acumulo de LDL, aumentando
assim a probabilidade do desenvolvimento de doencas arteriais coronarianas
(CATER; HELLER; DENKE, 1997; KENDALL e JENKINS, 2004).

4 ATIVIDADE PROTETORA DOS ANTIOXIDANTES

Antioxidantes sdao compostos que previnem a formacdo ou sequestram os
radicais livres e interrompem a cadeia de reacdes de propagacgao, pois reagem com
os radicais livres nas etapas iniciais da oxidacdo formando produtos intermediarios
estaveis (VALENZUELA; NIETO; UAUY, 1993). Essas substancias que protegem as
células contra os efeitos dos radicais livres podem ser classificadas como
antioxidantes enzimaticos (enddgenos) ou nao-enzimaticos (exdgenos) (SIES,
1993).

O organismo conta com espécies diferentes de antioxidantes enddégenos que
ajudam a eliminar as espécies reativas através de mecanismos fisioldgicos de
defesa. Estes mecanismos s&o realizados através de enzimas como a glutationa
redutase (GSH), superoxido dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase

(GSH-Px); nicotinamida adenina dinucleotidio fosfato (NADPH), coenzima Q
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(JACOB, 1994); e proteinas ligantes de metais como a albumina, metalotioneina,
ceruloplasmina e transferrina (SOARES, 2002).

Em adicao aos efeitos protetores dos antioxidantes endégenos, a inclusao de
antioxidantes exdgenos € de grande importancia, € com isso o consumo regular de
frutas e hortalicas e, alguns de seus produtos, torna-se um aliado a prevencao do
risco de doencas associadas ao excesso de radicais livres no organismo. O efeito
protetor atribuido as frutas deve-se a variedade de constituintes com atividade
antioxidante presentes nas mesmas, como vitaminas e numerosos metabdlitos
secundarios, incluindo flavonoides e outros polifenéis (HAVSTEEN, 2002; PIETTA,
2000).

O desempenho dos antioxidantes in vivo depende principalmente de fatores
como: tipos de radicais livres formados, onde e como sdo gerados 0s mesmos e
doses ideais para a protecao. Assim, é possivel que um antioxidante atue como
protetor em determinado sistema, mas ndo proteja ou mesmo aumente as lesdes
induzidas em outros sistemas ou tecidos (HALLIWELL et al., 1995). A vitamina C,
por exemplo, atua na fase aquosa como um excelente antioxidante sobre os radicais
livres, mas nao é capaz de agir nos compartimentos lipofilicos para inibir a
peroxidacao dos lipideos. Por outro lado, estudos in vitro mostram que essa vitamina
na presenca de metais de transi¢cdo, como o ferro, pode atuar como uma molécula
pro-oxidante gerando os radicais H.O», e OH. (ODIN, 1997).

Os compostos fendlicos, em especial os flavondides, sequestram os radicais
livres bloqueando as reacdes radicalares em cadeia através da doacdo de atomos
de hidrogénio, podendo aturar em ambos os compartimentos celulares lipofilico e
hidrofilico (DECKER, 1997). Segundo Halliwell et al. (1995), esses compostos de
consideravel importancia na dieta podem inibir o processo de peroxidacgéao lipidica e
com isso ajudar na prevencao de doencgas oriundas desse tipo de processo.

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

As agliconas possuem hidroxilagdo idéntica nos anéis A e C, compostas com
um unico grupo OH no anel B (4’-OH) incluindo pelargonidina, malvidina e peonidina
e apresentam menor atividade antioxidante comparada com compostos que
possuem as posicoes 3’ e 4’ substituidas por grupamentos OH, como delfinidina e
cianidina 3-glicosideo. Assim, os flavondides com um maior nimero de grupos
hidroxila tém maior atividade antioxidante. (KUSKOSKI et al., 2004).

Assim como a eficacia dos flavonoides esta relacionada com o grau de
hidroxilagcdo, também diminui com a substituicdo por acucares, apresentando os
glicosideos menor atividade antioxidante que suas agliconas correspondentes
(KUSKOSKI et al., 2004). Um estudo realizado por Galvano et al. (2004) com
cianidina-3-glicosilrutinosideo e cianidina-3-rutinosideo de cerejas relatou que para
ambas a atividade antioxidante foi superior a vitamina E. Entretanto, os resultados
desse trabalho sugeriram que a forma de aglicona tem maior eficacia que a forma de
glicosideo. De acordo com esses resultados, o numero de residuos de agucar na
posicdo C3 da molécula de antocianina pode ser importante para a atividade
antioxidante da mesma, que diminui com o aumento do ndmero de unidades de

acgucar nesta posicao.

5 ACAO FUNCIONAL DOS COMPOSTOS FENOLICOS

A acado antioxidante dos compostos fendlicos em geral e das antocianinas
esta relacionada, principalmente, com possivel efeito protetor contra doencas
cardiovasculares (FORMICA e REGELSON, 1995). Sesso et al. (1999) examinaram
a relacéao entre consumo de cha e café com a incidéncia de infarto do miocardio em
340 individuos com a doenca confirmada e em 340 voluntarios saudaveis. Os
individuos que ingeriam mais de uma xicara de cha (237mL) por dia apresentaram
um risco 44% menor de desenvolver a doenca, enquanto que o consumo de café

nao foi significantemente associado com a redug&o no risco cardiovascular.



41

Morré e Morré (2006) avaliaram o efeito da uva e seu extrato (rico em
antocianinas) associado com cha verde descafeinado contendo 92% de polifendis
(80% de catequinas) no crescimento de células de carcinoma cervical humano em
estudo experimental. Observaram que a mistura de cha verde com extrato de uva foi
significantemente mais eficiente no combate ao crescimento de células cancerigenas
em ratos quando comparados com o grupo controle e com 0 que recebeu apenas a

infusdo de cha verde.

Varios estudos demonstram que os compostos fendlicos inibem os processos
de inflamacdo vascular que contribuem para o aparecimento de doencas
cardiovasculares. Diversos flavondides atuam inibindo enzimas como
ciclooxigenases e lipoxigenases, ligadas a processos inflamatérios (LAJOLO, 2002).
Alguns autores estdo sugerindo o uso da casca escura do grao de soja (rico em
antocianinas: cianidina-3-glicosideo, delfinidina-3-glicosideo e petunidina-3-
glicosideo) como uma substancia util para modular desordens cardiovasculares. Kim
et al. (2006) examinaram a inibicdo da expressao de alguns genes inflamatdrios
associados com isquemia/reperfusdao provocada pela injuria cardiovascular.
Antocianinas isoladas da casca escura do grao de soja diminuiram niveis vasculares
da molécula de adesao celular-1 (VCAM-1), molécula de adesao intracelular-1
(ICAM-1) e niveis de ciclooxigenase-2, induzidas pelo fator de necrose tumoral alfa
(TNF-alfa) (KIM et al., 2006).

As antocianinas podem também atuar na apoptose celular e na angiogénese,
fato que pode vir a explicar a acdo antitumoral in vitro apresentada por estas
substancias. Durante o seu desenvolvimento, as células tumorais produzem
substancias que estimulam o desenvolvimento de vasos as quais, por sua vez,
servirdo para alimenta-las. Substancias que impedem esses processos, em suas
diversas etapas, podem ser portanto muito Uteis para controlar a multiplicacdo da
célula tumoral (FINLEY, 2005; LAJOLO, 2002).

Estudo in vitro desenvolvido por Zhang; Vareed; Nair (2005) para avaliar o
efeito inibitério no crescimento de células cancerigenas de diferentes linhagens,
empregou cinco tipos de antocianidinas (formas aglicona de antocianinas —
cianidina, delfinidina, pelargonidina, petunidina e malvidina) e quatro antocianinas

(cianidina-3-glicose, cianidina-3-galactose, delfinidina- 3-galactose e pelargonidina-3-
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galactose). Os autores chegaram aos seguintes resultados: na concentracdo de
200mcg.mL™ a malvidina e a pelargonidina inibiram, em mais de 60%, o crescimento
de células cancerigenas do estdmago, colon, pulmdo e mama. Em relagdo as
células cancerigenas do sistema nervoso central, a malvidina inibiu seu crescimento
em 40,5%, e a pelargonidina em 34%. Nessa mesma concentragdo, a cianidina,
delfinidina e petunidina inibiram o crescimento de células cancerigenas mamarias
em 47, 66 e 53%, respectivamente. Ao contrario dos resultados observados para as
antocianidinas, as antocianinas nao apresentaram atividade anticancerigena
(ZHANG; VAREED; NAIR, 2005).

Menciona-se ainda que alguns compostos fendlicos possam ter acdo
hipocolesterolémica mediada por reducao na absorcdo de colesterol no intestino e
aumento na excrecao de acidos biliares (CRAIG, 1999). Entretanto, esses

mecanismos ainda nao estao bem elucidados.
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CAPITULO Il - CARACTERiSTICAS FiSICO-QUIMICAS E POTENCIAL
ANTIOXIDANTE DE NECTAR DE AMORA-PRETA (Rubus spp.) DURANTE
ARMAZENAMENTO CONGELADO

1 INTRODUCAO

Pequenas frutas como a amora-preta (Rubus spp.) vém despertando a
atencao dos consumidores em funcao dos beneficios que podem proporcionar ao
organismo, devido principalmente a sua constituicdo em vitaminas e compostos

fendlicos com elevado poder antioxidante.

O fato de a amora ser uma fruta com baixa disponibilidade durante o periodo
de entressafra, apresentar estrutura fragil, elevada taxa respiratéria e
consequentemente baixa durabilidade pés-colheita, limita o seu consumo e
comercializagdo na forma in natura. Assim, uma das alternativas viaveis para a
utilizacdo desse fruto pode estar na elaboracdo de néctar, uma bebida nutritiva,
pronta para o consumo e de processamento relativamente facil (ANTUNES;
DUARTE FILHO; SOUZA, 2003; NAGY; CHEN; SHSW, 1999). Contudo, a
capacidade antioxidante do produto processado pode apresentar-se diferente
quando comparada a fruta in natura e com isso 0s possiveis beneficios

proporcionados ao organismo podem ter maior ou menor efetividade.

E importante salientar que as substancias fisiologicamente ativas devem estar
presentes nos alimentos funcionais em quantidades suficientes e adequadas para
produzir o efeito fisiolégico desejado (JAEKEL, 2008). Fatores enzimaticos,
quimicos, fisicos e microbiolégicos inerentes a fruta e outros associados as
condicbes de processamento, acondicionamento e armazenamento do produto
podem afetar a constituicdo fisico-quimica do mesmo, vindo a contribuir para

alteracdes na sua funcionalidade (LEITAO, 2007).

O néctar elaborado neste estudo, comparativamente aos néctares
convencionais, além de atender a tendéncia de novos habitos do consumidor, pode
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apresentar maior retencdo de substancias bioativas, como compostos fendlicos e
vitamina C, devido a nao utilizacdo de altas temperaturas durante o seu
processamento e o emprego de baixas temperaturas (congelamento) como método

de conservagao em longo prazo.

Trabalhos realizados com polpa de amora-preta evidenciam que o emprego
de altas temperaturas na conservacao implica na maioria das vezes em reducao das
substancias bioativas presentes no produto. Segundo Araujo; Duarte; Rodrigues
(2006a) e Arauvjo; Leitdo; Rodrigues (2007) a polpa de amora-preta quando
pasteurizada apresenta uma reducao de 38% nos teores de vitamina C e de 82%
nos teores de compostos fendlicos totais, respectivamente. Essa degradacao ocorre
em funcdo de que as temperaturas elevadas podem levar a oxidacdo do &acido
ascérbico e no caso dos compostos fenolicos, promovem a hidrélise da ligacao
glicosidica presente na estrutura das antocianinas fazendo com que as mesmas
percam a cor (MALACRIDA e MOTTA, 2006).

Assim, o congelamento como processo unico de preservagcdo pode ser um
método de conservacao adequado para o produto uma vez que as baixas
temperaturas empregadas garantem a conservagdao microbiolégica do mesmo por
periodos de tempo prolongados e nao proporcionam determinadas alteragdes fisico-
quimicas oriundas de métodos de conservacao mais drasticos como a pasteurizacao
(BARUFFALDI e OLIVEIRA, 1998).

1.1 Objetivo

Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e o potencial antioxidante de néctar
de amora-preta durante 90 dias de armazenamento congelado (-18+2°C).
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Departamento de Ciéncia dos Alimentos da
Universidade Federal de Pelotas, durante o periodo de dezembro de 2007 a julho de
2008.

2.1 MATERIAL

Frutos de amoreira-preta (Rubus spp.), cv. Tupy, safra 2007/2008, cultivados
em Morro Redondo (municipio localizado na latitude de 31235’18” sul e longitude de
52°37°55” oeste), regido sul do estado do Rio Grande do Sul; garrafas de
polipropileno randémico (PP), com capacidade para 250mL, fornecidas pela
PACKPET Embalagens Ind. e Comércio Ltda — Sdo Paulo; e reagentes quimicos

necessarios para as avaliagdes fisico-quimicas.

2.2 METODOS
2.2.1 Preparo da matéria-prima

As frutas foram colhidas pela manha, manualmente,
quando estavam no ponto de maturacao considerado ideal, visualizado através do
tamanho das mesmas (em torno de 6g) e da coloracdo escura e uniforme da casca
(ANTUNES, 2002). Apds foram lavadas em agua corrente clorada para remocao das
sujidades mais grosseiras, sanitizadas em solugdo de cloro ativo a 100mg.L™ por 10
minutos (CHITARRA, 2000) e despolpadas em despolpadeira mecanica com peneira
de 0,8mm (LEITAO, 2007). A polpa foi acondicionada em garrafas de polietileno
tereftalato (PET) com capacidade para 5000mL e armazenada sob congelamento
(-18+2°C) em freezer horizontal até o processamento do néctar.
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2.2.2 Processamento do néctar

O néctar foi preparado pela mistura da polpa de amora-preta com agua
mineral (SARANDI — Barra Funda/RS) na propor¢do de 1:1(p/p), adicionado de
sacarose (agucar cristal) até 13°Brix, conforme Leitdo (2007), sendo acondicionado
em garrafas de polipropileno (PP) randémico com capacidade para 250mL e
armazenado sob congelamento (-18+2°C) em freezer vertical durante 90 dias (Fig.
2.1).

Polpa de amora-preta

\4

Néctar (1:1 (p/p) de polpa e
agua + sacarose até
139Brix)

\4

Envase: garrafas de PP
randémico com capacidade
para 250mL

A4

Armazenamento durante 90
dias (-18x2°C)

Figura 2.1 — Fluxograma de processamento de néctar de amora-preta.

2.2.3 Avaliacoes
2.2.3.1 Avaliacoes na polpa de amora-preta (Rubus spp.)
A polpa foi avaliada, em triplicata, quanto a sua composicao fisico-quimica e
potencial antioxidante.
2.2.3.1.1 Umidade

Determinada por método gravimétrico de secagem em estufa a 105°C até
peso constante, sendo os resultados expressos em % de umidade (INST. ADOLFO
LUTZ, 1985).
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2.2.3.1.2 Proteinas

Através do método de Kjeldahl, sendo os resultados expressos em % de
proteina (INST. ADOLFO LUTZ, 1985). O fator de conversao protéico utilizado foi de
6,25 (para produtos de frutas).

2.2.3.1.3 Cinzas

Determinada por método gravimétrico, sendo os resultados expressos em %
de cinzas (INST. ADOLFO LUTZ, 1985).
2.2.3.1.4 Fibra bruta

Determinada por método gravimétrico, sendo os resultados expressos em %
de fibra bruta (INST. ADOLFO LUTZ, 1985).
2.2.3.1.5 Extrato etéreo

Através de método gravimétrico de extracdo por solvente (Extrator de
Soxhlet), sendo os resultados expressos em % de extrato etéreo (INST. ADOLFO
LUTZ, 1985).

2.2.3.1.6 Carboidratos

Determinado através do calculo de diferenca centesimal dos constituintes da
amostra, ou seja, 100 — (Y%oumidade + %proteina + Y%extrato etéreo + %fibra bruta +
%cinzas), sendo os resultados expressos em % de carboidratos (INST. ADOLFO
LUTZ, 1985).

2.2.3.1.7 Solidos soluveis totais

Determinado por leitura direta em refratbmetro de bancada, marca
Analytikjena, sendo os resultados corrigidos para a temperatura de 20°C, através de

tabela de correcéo, e expressos em °Brix.

2.2.3.1.8 Acucares totais

Método volumétrico (Lane-Eynon), através de titulacdo com solucdo de
Fehling, sendo os resultados expressos em % de glicose (INST. ADOLFO LUTZ,
1985).
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2.2.3.1.9 Acucares redutores

Método volumétrico (Lane-Eynon), através de titulacdo com solucdo de
Fehling, sendo os resultados expressos em % de glicose (INST. ADOLFO LUTZ,
1985).

2.2.3.1.10 Acucares nao-redutores

Determinado por diferenca entre o teor de acglcares totais e nao redutores,
sendo o resultado expresso em % de sacarose (INST. ADOLFO LUTZ, 1985).
2.2.3.1.11 Pectina

Método gravimétrico, sendo os resultados expressos em % de pectato de
calcio (INST. ADOLFO LUTZ, 1985).
2.2.3.1.12 pH

Determinado em potenciémetro Digimed — DM-20, sendo a temperatura a
amostra de 20°C.
2.2.3.1.13 Acidez total

Método volumétrico, através de titulacdo com NaOH 0,1N, sendo os
resultados expressos em % de acido citrico (INST. ADOLFO LUTZ, 1985). Embora o
acido de maior predominancia presente na amora-preta seja o acido malico, os
resultados de acidez total foram expressos em % de acido citrico considerando que
a maioria dos trabalhos referentes ao assunto apresenta os resultados expressos
neste acido.

2.2.3.1.14 Viscosidade aparente

Determinada em aparelho Haake Viscosimeter, nas condi¢cdes de temperatura
da amostra de 20°C, velocidade de 100rpm, tempo de 30 segundos e spindle L1,

sendo os resultados expressos em miliPascal (mPas) (MACHADO, 2007).

2.2.3.1.15 Compostos fendlicos totais

O contetudo total de compostos fendlicos foi determinado usando uma

adaptacao do método de Folin-Ciocalteau de acordo com Kiralp € Toppare (2006).
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Uma aliquota de um 0,1mL da amostra foi adicionada a 7,9mL de 4gua deionizada,
0,5mL do reagente de Folin-Ciocalteau e 1,5mL de solugdo de carbonato de sédio a
20%. A absorbancia da amostra foi medida a 765nm em espectrofotdmetro
Analytikjena AG modelo Spekol 1300, apos incubacao de duas horas a temperatura
ambiente. A quantificacdo dos compostos foi baseada na estruturacdo de uma curva
padrdo de &cido galico com R? = 0,9986 e os resultados foram expressos em

miligramas equivalentes de &cido galico.100g™ de polpa de amora.

2.2.3.1.16 Antocianinas totais

As antocianinas totais foram determinadas conforme Fuleki e Francis (1968)
com algumas adaptacoes. Utilizou-se um (1) grama de amostra em 25mL de solucéo
extratora etanol pH 1,0 incubando por uma hora a temperatura ambiente. Apds
efetuou-se a leitura em espectrofotdmetro Analytikiena AG modelo Spekol 1300, em
comprimento de onda de 520nm. A quantificacdo de antocianinas totais baseou-se
no coeficiente de extincdo molecular da cianidina-3-glicosidio (98,2), a qual
representa a principal antocianina presente em frutos de amoreira-preta, perfazendo
cerca de 66-80% do total de antocianinas (MOTA, 2006). O calculo da concentracao
de antocianinas foi baseado na lei de Beer (Eq. 1) e os resultados foram expressos
em miligramas de cianidina 3-glicosidio por 100 gramas de polpa.

A=¢.Cl

Onde: A= absorbancia
¢= Coeficiente de absorcdo molar
C= concentracao mol/L
| = caminho 6ptico em cm

Equacédo 2.1 - Equacéao da lei de Beer.

2.2.3.1.17 Acido L-ascérbico

Os teores de acido L-ascorbico foram determinados através do método de
reducdo dos ions cupricos, de acordo com Contreras; Strongii; Guernelli (1984),
utilizando curva padrdo com equacdo da reta y = 0,0636x — 0,0128 e R? = 0,9809. A
leitura das absorbancias foi realizada em espectrofotémetro Analytikiena AG modelo
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Spekol 1300, em comprimento de onda de 545nm. Os resultados foram expressos

em miligramas de &cido L-ascérbico.100g™" de polpa de amora.

Cabe ressaltar que os resultados de &cido L-ascorbico ndo quantificam o
composto isoladamente e sim englobam um conjunto de compostos com agédo de

vitamina C (além do acido L-ascérbico também o acido eritérbico e D-isoascorbico).

2.2.3.1.18 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada através da capacidade dos
antioxidantes presentes na amostra em sequestrar o radical estavel DPPH" (2,2-
difenil-1-picrilhidrazila), segundo o método citado por Miliauskas; Venskutonis; Van
Beek (2004). A leitura das absorbancias foi realizada em espectrofotdmetro
Analytikiena AG modelo Spekol 1300, em comprimento de onda de 515nm, sendo os
resultados expressos em percentual de sequestro de radicais livres (%SRL),
calculado em relacdo ao decréscimo da absorbancia das amostras correlacionado

ao decréscimo da absorbancia do controle (solugao de DPPH), conforme a Eq. 2.2.
% inibicdo (%SRL) = [(Ab-Aa)/Ab] x 100

Onde: Aa: absorcéao da amostra aos 40 minutos de incubagéo.
Ab: absorgéo da solugdo de DPPH aos zero minutos de incubacao (branco).

Equacao 2.2 - Capacidade sequestrante (%SRL) do radical DPPH.

O tempo de incubagédo de 40 minutos foi estabelecido com base em testes
prévios realizados na amostra, com leitura da absorbancia em intervalos de 10

minutos até a estabilizacao.

2.2.3.2 Avaliacoes no néctar de amora-preta

As avaliagbes no produto foram realizadas a cada 15 dias durante 90 dias de
armazenamento. Foram determinados, em triplicata, sélidos soluveis totais, pH,
acidez total, viscosidade aparente, compostos fendlicos totais, antocianinas totais,
acido ascorbico e atividade antioxidante, conforme descricdo apresentada nos
subitens do item 2.2.3.1.
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2.2.3.3 Avaliacoes estatisticas

Os resultados das avaliagbes foram analisados estatisticamente através de
analise de variancia (ANOVA), teste F e teste de Tukey com nivel de significaAncia de
5% para comparagdo das médias, através do programa STATISTICA versao 6.0
(STATISTICA, 2001). Foram realizadas também estimativas de correlagdes de
Pearson para as variaveis compostos fendlicos totais, antocianinas totais, acido
ascérbico e atividade antioxidante.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Polpa de amora-preta (Rubus spp.)
3.1.1 Composicao fisico-quimica
Os resultados da composicao fisico-quimica de polpa de amora-preta, cv.

Tupy, safra 2007/2008 encontram-se descritos na tab. 2.1.

Tabela 2.1 — Composicao fisico-quimica de polpa de amora-preta (Rubus spp.) cv.

Tupy
Determinacdes Valores médios (base Umida)

Umidade (%) 91,38 + 0,01
Proteinas (%) 0,51 £ 0,02
Cinzas (%) 0,26 + 0,02
Fibra bruta (%) 0,32 £ 0,005
Extrato etéreo (%) 0,05 + 0,006
Outros carboidratos 0,45+0,00

Solidos soluveis totais (2Brix) 8,50 + 0,00
Agucares redutores (% glicose) 6,86 + 0,09
Aclcares nao-redutores (% sacarose) 0,17 £ 0,09
Acucares totais (% glicose) 7,03 £ 0,00
Pectina (% pectato de calcio) 0,06 + 0,001
pH 2,74 £ 0,00
Acidez total (% acido citrico) 0,83 £ 0,03
Viscosidade aparente (mPas) 31,66 £ 0,11

* Os valores representam as médias de 3 repeticdes + desvio padrao;
** Qutros carboidratos = 100 — (umidade + proteinas + cinzas + fibra bruta + extrato etéreo + agucares
totais).

A polpa apresentou elevado teor de umidade, caracteristica comum aos frutos
da amoreira-preta e que dificulta a conservacdo dos mesmos no estado in natura,
sendo esse 0 motivo pelo qual grande parte € destinada a elaboracéo de produtos
industrializados (RASEIRA e ANTUNES, 2004). Segundo Antunes; Duarte Filho;
Souza (2003), devido ao elevado teor de umidade e alta taxa respiratéria, a
recomendacgdo usual de armazenamento refrigerado dos frutos € de dois a trés dias
quando mantidos a 0°C. Entretanto, de acordo com Veazie (2002), a fruta apresenta
maior durabilidade (sete dias) quando armazenada sob condi¢cdes controladas de
temperatura (2°C) e umidade relativa (90-95%).
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Os demais parametros avaliados (proteinas, cinzas, fibra bruta, extrato etéreo
e carboidratos) apresentaram-se menores quando comparados aqueles relatados
por Chim (2008) para polpa de amora-preta cv. Tupy, safra 2005/20086,
principalmente em fungdo de que no trabalho deste autor as frutas foram trituradas
na forma integra, sem que a polpa fosse separada da casca e da semente, fator
suficiente para que principalmente os parametros fibra bruta e cinzas fossem mais
expressivos quando comparados aos teores encontrados na polpa 2007/2008 onde,
devido a operacdo de despolpamento, a casca e as sementes foram totalmente
removidas. Além disso, o maior percentual de agua (91,38%) presente na polpa
2007/2008 também pode ter influenciado para que a mesma apresentasse menores
percentuais de seus constituintes em relacdo a polpa de Chim (2008) que continha
em torno de 88% de umidade.

Resultados apresentados por Araujo; Duarte; Rodrigues (2006b), em relacao
a alguns parametros da composicdo centesimal de polpa de amora-preta (safra
2004/2005), mostram-se também superiores aos evidenciados na polpa 2007/2008.
Os autores relataram teores de proteinas e fibra bruta em torno de 12,32 e 37,84%
(em base seca) respectivamente, extremamente maiores quando comparados aos
evidenciados para a polpa originaria de frutas da safra 2007/2008 (5,92% de
proteinas e 3,71% de fibra bruta, em base seca).

De acordo com Raseira e Antunes (2004) os frutos da amoreira-preta, assim
como as demais frutas cuja pelicula é consumida conjuntamente, apresentam bons
teores de fibra bruta (em torno 2%) o que sugere beneficios relacionados a sua
ingestdo como uma possivel regulacédo do trato intestinal.

A fruta, segundo Antunes (2002), apresenta baixas quantidades de proteina e
gordura (em torno de 0,8 e 0,15% respectivamente, em base Umida), seguindo o

mesmo padrao de outras frutas regionais, como morango, mirtilo e framboesa.

Os valores de solidos soluveis totais (SST), pH e acidez total mostraram-se
diferentes dos encontrados por Mota (2006) em polpa de amora-preta, cv. Tupy,
safra 2003/2004 oriunda de frutos cultivados em Caldas (MG), visto que os frutos
dessa safra apresentaram maior pH e acidez com consequente menor percentual de

SST. A polpa estudada por Chim (2008) apresentou mesmo valor de SST, menor
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teor de acucares totais e redutores e maior valor de acucares nao-redutores e pH
quando comparada a polpa da safra 2007/2008. As mesmas variacées foram
observadas em relacdo a polpa, cv. Cherokee, avaliada por Nachtigall et al. (2004),
principalmente quanto aos teores de pH, acidez e SST.

Os resultados mostram que a composi¢ao dos frutos de amoreira-preta pode
variar conforme as caracteristicas edafo-climaticas do local e ano de producéo, tipo
de cultivar, bem como com o ponto de maturacdo no momento da colheita,
condicdes de estocagem pos-colheita e tipo de processamento a que € submetido o
fruto, influenciando diretamente nas diferentes caracteristicas encontradas entre as

polpas.

Avaliando o conteudo total de acucares presentes na polpa 2007/2008
verifica-se quase que total predominancia (97,58%) de agucares redutores (glicose e
frutose). Os resultados concordam com os relatos de Maata-Riihinen; Kamal-eldin;
Torrdnen (2004), os quais mencionam que, em média, 97% do total de acucares

presentes em amora-preta sdo constituidos por agucares redutores.

O teor de pectina encontrado mostrou-se menor quando comparado ao
apresentado por Duarte; Araujo; Rodrigues (2006) em polpa de amora cv. Tupy
(0,1%). A diferenca pode ser explicada em funcdo das safras das frutas serem
diferentes e da auséncia de casca na polpa 2007/2008. Durante o processo de
despolpamento, casca e sementes sao separadas da polpa, o que nao ocorreu
durante o processamento da polpa avaliada por Duarte; Araujo; Rodrigues (2006),
onde os frutos foram apenas triturados em liquidificador e a polpa analisada com

casca e semente.

Quanto a viscosidade aparente da polpa de amora, a0 comparar o resultado
obtido com outras polpas de fruta verifica-se influéncia direta do teor de sélidos
soluveis totais (SST) e da pectina nos valores de viscosidade. A polpa de amora
apresentou viscosidade aparente maior que a polpa de goiaba estudada por Ferreira
et al. (2002) (22,5mPas) provavelmente em funcdo do maior teor de SST presente
(8,5°Brix) quando comparada a polpa de goiaba (4,8°Brix). Pelegrini; Vidal;
Gasparetto (2000) ao analisar polpa de manga e abacaxi verificaram maior teor de

sélidos soluveis (16,6°Brix) e pectina (0,98% pectato de calcio) na polpa de manga e
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consequentemente maior viscosidade aparente na mesma (440mPas) em relagédo a
polpa de abacaxi (13,3°Brix; 0,08% pectato de célcio; 230mPas de viscosidade
aparente). A polpa de amora apresentou menor viscosidade aparente que a polpa de
umbu-caja (579mPas) avaliada por Torres; Queiroz; Figueiredo (2003), a qual
apresenta também maior teor de SST (13°Brix) e de pectina (0,5098% pectato de
calcio).

3.1.2 Potencial antioxidante

Os resultados da determinagé@o do potencial antioxidante de polpa de amora-
preta encontram-se descritos na tab. 2.2.

Tabela 2.2 — Potencial antioxidante de polpa de amora-preta (Rubus spp.) cv. Tupy

Determinagdes Valores médios
Compostos fendlicos totais (mg GAE.100g™" de polpa) 265,42+ 0,00
Antocianinas totais (mg GYD-3-G.1 00g™' de polpa) 186,44+ 0,00
Acido ascérbico (mg acido ascérbico.100g™ de polpa) 17,085+ 0,095
Atividade antioxidante (% inibicdo DPPH) 79,28+ 0,00

* Os valores representam as médias de 3 repeticdes + desvio padrao;
** GYD-3-G: cianidina-3-glicosidio; GAE — &cido galico equivalente.

O total de compostos fendlicos foi menor que o encontrado por Chim (2008)
em polpa de amora-preta cultivar Tupy (569,89mg GAE.100g™') e por Antunes et al.
(2006) para as cultivares Brazos e Comanche (em torno de 400mg.100g"'). De
acordo com Moyer et al. (2002) o conteldo de compostos fendlicos em um vegetal
esta diretamente associado a similaridade genética entre as espécies e as condi¢cdes
a que a planta é submetida uma vez que a sintese desses compostos esta

relacionada, em especial, aos fatores de metabolismo e protecao da planta.

O conteudo de antocianinas totais foi superior ao evidenciado por Hassimoto
et al. (2004) em polpa de amora-preta do cultivar Tupy (116,76mg.100g™"). O mesmo
ocorreu em relacao aos resultados encontrados por Chim (2008) e Mota (2006) para
a polpa do mesmo cultivar (137,59 e 116,76mg.100g™", respectivamente). De acordo
com Wang (2000), do grupo das pequenas frutas que abrange as culturas de
morango, framboesa, mirtilo e amora-preta, o mirtilo é classificado como a fruta mais

rica em antocianinas, com teores que variam de 93 a 280mg.100g™' de peso fresco,
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seguido pela framboesa (até 197,2mg.100g™"), amora-preta (171,6mg.100g™") e
morango (40mg.100g™).

Neste estudo o teor de antocianinas presente, expresso em miligramas de
cianidina-3-glicosidio por 100 gramas de polpa, correspondeu a 70% do total de
compostos fendlicos presentes na amostra. O resultado confirma o observado por
Hassimotto et al. (2004) os quais, ao identificar os compostos fendlicos de cinco
cultivares de amora-preta, verificaram em todos o0s casos que a cianidina foi o
pigmento predominante contribuindo com aproximadamente 66-80% do total de

antocianinas.

A polpa avaliada nesse estudo (tab. 2.2) apresentou teor de acido ascérbico
mais baixo que o normalmente relatado na literatura para amora-preta (cerca de
20mg.100g™") (AGAR; STREIF; BANGERTH, 1997; BARBOZA, 1999).

O teste do DPPH realizado para verificar a atividade antioxidante indicou alto
poder antioxidante da polpa de amora-preta, apresentando 79,28% de capacidade
em capturar radicais livres. O resultado encontrado foi menor que o verificado por
Chim (2008) para polpa de amora-preta cultivar Tupy (87,73%). Kuskoski et al.
(2005) verificaram resultado semelhante ao deste estudo para a capacidade
antioxidante de frutos de amoreira-preta, relatando um percentual de inibicao de
82,6%. Em comparacado a estudos realizados com outras frutas, a polpa de amora
avaliada nesse trabalho apresentou menor capacidade antioxidante que polpa de
goiaba (88,96% de sequestro do radical DPPH), acerola (96,14%) e caju (94,33%)
(MELO et al., 2008).

A acao antioxidante das substancias bioativas depende principalmente da sua
estrutura quimica e da concentracdo das mesmas no alimento. Por sua vez, o teor
dessas substancias em frutas € amplamente influenciado por fatores genéticos,
condicbes ambientais, além do grau de maturacdo e variedade da mesma, entre
outros. Constata-se ainda que a determinagcdo da atividade antioxidante &
influenciada pelo solvente e pela técnica de extracdo empregada (FRANKEL, 1993;
MADSEN e BERTELSEN, 1995). Segundo Economou; Oreopoulou; Thomopoulos
(1991) no que concerne aos solventes organicos, o metanol, por conseguir extrair

elevada quantidade de compostos bioativos, tem sido apontado como o mais efetivo.
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3.2 Néctar de amora-preta

3.2.1 Caracteristicas fisico-quimicas do néctar durante o armazenamento
congelado

O produto elaborado a partir do processamento de frutos da amoreira-preta

pode ser visualizado na Fig. 2.2.

Figura 2.2 — Néctar de amora-preta elaborado a partir da
mistura de polpa de amora-preta com agua
mineral na proporcdo 1:1 (p/p.) e
adicionando de sacarose até 13°Brix.

Os resultados das avaliac6es fisico-quimicas realizadas em néctar de amora-
preta, durante 90 dias de armazenamento congelado, encontram-se descritos a
sequir (tab. 2.3):

Tabela 2.3 - Caracteristicas fisico-quimicas de néctar de amora-preta cv. Tupy sob
armazenamento congelado (-18+2°C)

Armazenamento  Sdélidos soluveis pH Acidez total (% Viscosidade aparente
(dias) totais (°Brix) acido citrico) (mPas)

0 13,0£0,00° 2,41+0,01 ° 0,54%0,00 ° 34,760,75 °

15 14,5+0,00° 2,50+0,00° 0,51+0,02" 35,03+0,06 ¢

30 14,0£0,00° 2,3740,01 ° 0,60+0,03* 35,00+0,00 ¢

45 14,5+0,00% 2,27+0,01 ¢ 0,53+0,02 ° 29,63+0,72 °
60 14,0+0,00° 2,46+0,01 ° 0,52+0,02 41,40+0,10 °

75 14,0+0,00% 2,33+0,00 ' 0,47+0,00 ° 45,05+0,05%

90 14,0+0,00° 2,35+0,00 ° 0,52+0,01° 36,460,35 °

* Os valores representam as médias de 3 repeticdes + desvio padrao;
** Letras distintas na mesma coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey, em nivel de
5% de probabilidade.

O néctar nao apresentou variacao significativa quanto ao teor de sélidos
soluveis totais (SST) ao longo de 90 dias, mantendo-se praticamente constante.
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Mota (2006) observou diferenca significativa (p<0,05) no teor de SST em suco de
amora-preta armazenado durante 120 dias, tanto a temperatura ambiente como sob
refrigeracao. Entretanto, Lavinas et al. (2006) verificaram que o teor de SST em suco
de caju permaneceu estavel durante 120 dias quando o produto foi submetido a
armazenamento congelado a -22+1°C.

O produto apresentou alteracao significativa (p<0,05) de pH em todo periodo
de avaliagcdo, com ligeira e alternada diminuicdo e elevacdo, entretanto como a
variacdo foi extremamente pequena, pode-se dizer que o produto manteve-se
bastante estavel frente a possiveis alteragdes, entre elas enziméatica e
microbiolégica. O mesmo comportamento nao foi evidenciado por Leitdo (2007) em
seu trabalho com néctar de amora-preta, onde verificou aumento progressivo do pH
tanto no produto armazenado a temperatura ambiente como naquele armazenado
sob refrigeracdo. Lavinas et al. (2006), ao trabalhar com suco de caju, consideraram
estavel o pH do produto congelado durante 120 dias, mesmo evidenciando
variagbes em torno de 4,26 a 4,35. Neste mesmo trabalho pode-se verificar a
eficiéncia do congelamento como método de conservagdo, uma vez que 0 mesmo
suco de caju armazenado sob congelamento foi também armazenado sob
temperatura ambiente, sendo nesta ultima verificada uma maior alteragdo do pH, de
4,27 para 4,40.

Uma leve diminuigdo de acidez foi evidenciada no néctar ao longo do tempo,
mostrando diferenca estatistica (p<0,05) aos 30 e 75 dias de armazenamento, onde
foram observados os maiores e os menores indices, respectivamente. O mesmo
resultado foi encontrado por Mota (2006) para suco de amora em ambas as
temperaturas de armazenamento estudadas pelo autor (ambiente e refrigeracao).
Pedrao et al. (1999) ndo encontraram diferenca de acidez entre amostras de suco de
limao Tahiti armazenadas sob congelamento a -18°C durante 60 dias. Segundo os
autores, o congelamento pode ser adequado para armazenar sucos € polpas de
frutas por proporcionar reduzido risco de crescimento de microrganismos.
Geralmente o processo de decomposicdo de um alimento, seja por hidrélise,
oxidacao ou fermentagdo, altera a concentracao dos ions de hidrogénio e, por
consequéncia, sua acidez (INSTITUTO ADOLF LUTZ, 1985). Com isso, a relacao
temperatura versus decomposicado sao fatores essenciais no aumento da acidez de
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produtos oriundos de frutas. Leitdo (2007) observou esta relacdo quando verificou
aumento da acidez em torno de 8,6% para néctar de amora armazenado a
temperatura ambiente (16+3°C), e diminuicdo da acidez para o0 mesmo produto
quando submetido a refrigeracao (4+2°C).

Variagbes significativas (p<0,05) de viscosidade aparente no néctar de amora
foram evidenciadas a partir dos 45 dias de armazenamento, com diminuicdo da
mesma e progressivo aumento posteriormente. As taxas de viscosidade aparente
encontradas no néctar foram similares a viscosidade da polpa originaria do produto
provavelmente em funcao da nao realizacdo de um processo de filtracdo durante o
preparo do mesmo. A mesma relagdo pode ser evidenciada em suco de acerola ndo
clarificado, onde a viscosidade aparente do mesmo apresentou-se na faixa de
66,2mPas (20°C) proxima a viscosidade aparente da polpa 74,3mPas (20°C) (DA
SILVA; GUIMARAES; GASPARETTO, 2005).

Pelegrini et al. (2000) relatam que o comportamento reoldgico dos sucos e
néctares é influenciado pela sua composicao tanto quantitativa quanto qualitativa e,
por consequéncia, depende do tipo de fruta e dos tratamentos realizados durante
seu processo de elaboracdo. Tanglertpaibul e Rao (1987) reportaram que o
comportamento reolégico de sucos e polpas de frutas esta ligado aos teores de
sélidos soluveis em suspensdo em fungédo da forma, tamanho, concentracdes das
particulas suspensas e da estrutura do sistema. As referéncias que tratam da
reologia de derivados de frutas estabelecem que a temperatura, a concentracao de
sOlidos soluveis, o teor de pectina e de sélidos insollveis sdo 0s principais
responsaveis pelo comportamento reolégico desses produtos (QUEIROZ, 1998).

3.2.2 Potencial antioxidante do néctar durante o armazenamento congelado

Os resultados das avaliagbes realizadas em néctar de amora-preta, durante
90 dias de armazenamento congelado, para verificar o potencial antioxidante do

produto, encontram-se descritos na tabela abaixo:
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Tabela 2.4 — Potencial antioxidante de néctar de amora-preta sob armazenamento

congelado (-18+2°C)

Armaze- Compostos Antocianinas Acido ascérbico Atividade
namento fendlicos totais (mg totais (mg (mg &cido antioxidante
(dias) acido galico.100g’ cianidina 3- ascorbico.100g™ (%SRL)

néctar) glicosidio.100g™ néctar)
néctar)
0 191,19+0,007 118,95+0,06° 10,78+0,26° 75,89+0,02°
15 170,00+0,00 ¢ 116,49+0,05 °© 10,26+0,06 ° 72,36+0,05 °
30 153,84+0,00 °  117,54+0,24° 9,69+0,02 © 70,046+0,06 °©
45 168,50+1,54 ¢ 115,33+0,13 ¢ 9,01£0,07 ¢ 70,46+0,05 °
60 183,59+2,31 ° 118,1620,22 ° 9,95+0,06 ™ 72,13+0,05 ©
75 168,045+1,08 ¢  110,84+0,14 °© 6,67t0,12 ' 69,35+0,13
90 173,45+0,00 °© 115,48+0,54 ¢ 7,66+0,06 °© 70,1240,05 °©

* Os valores representam as médias de 3 repeti¢cdes + desvio padrao;
** Letras distintas na mesma coluna indicam diferencga significativa pelo teste de Tukey, em nivel de
5% de probabilidade.

No tempo zero, o néctar mostrou potencial antioxidante menor que o

mostrado na polpa que originou o produto, com teores de &cido ascérbico,

compostos fendlicos totais e antocianinas totais em torno de 37, 28 e 36% menores,

respectivamente, conforme a Fig. 2.3. Mota (2006) ao avaliar antocianinas em suco

de amora-preta, logo apds seu processamento, também verificou redugdo no teor

desses compostos em relagdo a polpa. Segundo o autor, a reducdo também tenha

ocorrido devido ao acréscimo de agua sofrido pelo produto durante a sua

elaboracao.

1504

1004

Compostos fendlicos totais Antocianinas Acido ascérbico

@ Popa
0 Néctar,

Figura 2.3 — Relagdo de compostos fendlicos, antocianinas totais e &cido

ascérbico entre polpa e néctar de amora-preta.
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Em um estudo realizado por Maeda et al. (2007) com néctar de camu-camu,
os autores verificaram uma reducdo de 85,3 e 74,85% nos indices de &cido
ascérbico e antocianinas, respectivamente, do produto em relacao a polpa de camu-

camu inicial.

Baseado nas comparacées feitas entre os diferentes experimentos citados,
pode-se dizer que as diferencas observadas entre o potencial antioxidante da polpa
e o néctar de amora-preta estao relacionadas ao acréscimo de agua a polpa para a
elaboracao do néctar (50% de polpa e agua).

Durante o armazenamento o néctar apresentou um decréscimo de compostos
fendlicos totais apenas nos primeiros 30 dias, mostrando posterior elevagao a partir
do quadragésimo quinto dia. As variagdes de compostos fendlicos foram
significativas (p<0,05) aos 30, 60 e 90 dias de armazenamento. Antunes;
Gongalves; Trevisan (2006) trabalhando com frutos de amora-preta armazenados
sob refrigeracao (2°C) observaram incremento de compostos fendlicos totais até o
nono dia de armazenamento seguido de ligeira degradacdo até o final do
experimento (12 dias). Leitdo (2007) verificou um acréscimo no teor de fendis totais
de aproximadamente 18,86% no néctar de amora armazenado sob refrigeracao
(4+2°C) ao final do experimento (90 dias). Segundo Sellappan; Akoh; Krewer (2002),
este comportamento pode ser decorrente de reacées de copigmentacdo ocorridas
durante o armazenamento e ao mesmo tempo, de acordo com Menezes (1994), a
reducdo destes compostos pode ser devida a processos de complexagao e
polimerizacao de taninos. Entretanto, apesar das alteragdes evidenciadas indicarem
que o produto tenha sofrido alteracdo quanto ao teor de compostos fendlicos, é mais
provavel que as reacdes de copigmentacdo e complexacdo afetem a deteccéo

desses compostos e ndo o seu contelido na amostra.

As diferencas entre os teores de antocianinas nao foram muito amplas, sendo
significativas (p<0,05) aos 15 e 75 dias de armazenamento, mostrando ser o
congelamento uma possivel opcao para minimizar a degradacao deste constituinte.
Maeda et al. (2007) observaram uma relagdo contraria para a variacao de
antocianinas em néctar de camu-camu armazenado tanto sob refrigeracdo como a
temperatura ambiente. Segundo os autores, no camu-camu o0s pigmentos

antocianicos tendem a serem degradados com o tempo de armazenamento, mesmo
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sob temperatura de refrigeracdo. A mesma tendéncia quanto a degradacado das
antocianinas constataram Silva (1999) e Oliva (1995) para néctar e polpa de acerola.
Entretanto, Leitdo (2007) evidenciou praticamente nado haver degradacdo de
antocianinas em néctar de amora-preta armazenado sob refrigeracdo (4+2°C)
durante 90 dias, tendo observado também tendéncia ao aumento desses pigmentos

até o sexagésimo dia de armazenamento.

De acordo com Gava (1984), o processo de congelamento de alimentos é
capaz de retardar praticamente todo o processo metabdlico dos mesmos e, quanto
mais baixa for a temperatura de armazenamento, mais lenta sera a atividade
enzimatica e a velocidade das reacdes quimicas por parte do alimento, até
determinado momento em que possa ocorrer uma total inibicdo. Com isso, podemos
explicar os baixos indices de degradacdo dos compostos antocianicos quando o

néctar de amora-preta foi submetido a armazenamento congelado.

Os teores de acido ascérbico no produto variaram significativamente (p<0,05)
aos 30, 45, 75 e 90 dias, sendo que os niveis do mesmo mantiveram-se bem
proximos até os primeiros 60 dias de experimento. As maiores perdas de acido
ascorbico ocorreram no mesmo periodo (75 dias de armazenamento) em que foram
evidenciadas as maiores perdas de antocianinas. De acordo com Bobbio e Bobbio
(1992), as antocianinas interagem com o acido ascoérbico produzindo polimeros de
produtos de degradacdao que diminuem sua estabilidade. Segundo Jurd (1972), ha
uma reagdo de condensacgao entre o &cido ascorbico e as antocianinas, e nesta
relagdo, quanto maior a concentracdo de antocianinas no sistema, maior é a taxa de

degradacao do acido ascorbico.

Quinteros (1995), avaliando a estabilidade de néctar de acerola-cenoura,
verificou perdas de vitamina C mais aceleradas nos primeiros 90 dias de
armazenamento, tendo apds este periodo a taxa de degradacdo diminuida.
Yamashita et al. (2003) observaram perdas de até 43% de vitamina C em frutos de
acerola armazenados a —12°C, e de 19% nos armazenados a —18°C, durante 120
dias de estocagem. Leitdo (2007) verificou que a degradacdo desta vitamina em
néctar de amora-preta foi de 82,32% no produto armazenado a temperatura de
refrigeracao (4x2°C) e de 100% naquele a temperatura ambiente, contribuindo para

a afirmagdo de que em sucos quanto menor a temperatura de armazenamento,
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menor sera a intensidade com que serao degradados os compostos funcionais dos

mesmos.

A reducao do teor de acido ascorbico em sucos pode ser de natureza
oxidativa e pode alterar sensivelmente as caracteristicas nutricionais do produto.
Estas alteracbes dependem das condi¢cdes de processamento utilizadas, do tipo de

embalagem, da presenga de O,, da relagao tempo/temperatura de estocagem, além

da incidéncia de luz (CORREA-NETO e FARIA, 1999).

A atividade antioxidante do produto foi diferente estatisticamente (p<0,05) em
praticamente todos os intervalos estudados, exceto aos 30 e 90 dias. O potencial
antioxidante decresceu até 45 dias de armazenamento, aumentando aos 60 dias e
voltando a decrescer apds esse periodo até o final do experimento. Leitdo (2007)
verificou tendéncia ao crescimento do potencial antioxidante em néctar de amora-
preta, de aproximadamente 9%, em ambas as condi¢des em que o produto foi
estudado. Neste trabalho os decréscimos da atividade antioxidante estédo
diretamente associados aos decréscimos de compostos fendlicos totais e
antocianinas, comprovando serem esses compostos 0s principais responsaveis pelo

potencial antioxidante do néctar de amora.

Comparando o néctar elaborado neste trabalho com outros produtos
processados a partir de amora-preta podemos verificar principalmente a influéncia
do tipo de processamento e armazenamento nos niveis de degradacdo das
substancias bioativas presentes nesses produtos. De acordo com Chim (2008) apds
o processamento de geléia convencional a partir de amora-preta cv. Tupy, foi
observada uma reducao de 77% (base Umida) no total de antocianinas (2 vezes
mais que no néctar) e de 19% na atividade antioxidante (4 vezes mais que no
néctar). A baixa taxa de degradacdo das substancias bioativas no néctar de amora
deve-se principalmente em funcdo da nao utilizacdo de elevadas temperaturas
(aquecimento) durante o processamento do mesmo, por ser o calor um dos
principais fatores destrutivos dos compostos fendlicos e antocianicos. Comparando
os dois produtos (geléia convencional e néctar de amora), agora quanto ao
armazenamento, também foi possivel verificar menor teor de antocianinas e

atividade antioxidante na geléia. A geléia convencional, ao contrario do néctar, foi
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armazenada a temperatura ambiente e com isso, atribui-se as menores perdas
ocorridas durante o armazenamento néctar possivelmente em razao de um menor

indice de reacdes oxidativas desencadeados durante o armazenamento congelado.

O néctar de amora-preta elaborado por Leitdo (2007) apresentou um teor de
compostos fenélicos (169,3mg.100g™ acido galico) menor e um teor de antocianinas
totais 5 vezes mais baixo que o encontrado no néctar elaborado neste estudo (tab.
2.4). As diferengas apresentadas devem-se principalmente ao processo de
pasteurizagdo utilizado na elaboracdo do néctar no trabalho de Leitdo (2007) que
aumentam a velocidade de degradacao dos compostos fendlicos.

3.2.3 Correlacao entre os parametros fisico-quimicos e a atividade antioxidante
do néctar de amora-preta

A tab. 2.5 apresenta os resultados das andlises de correlacdo de Pearson
realizadas entre as variaveis compostos fendlicos totais, antocianinas totais, acido

ascorbico e atividade antioxidante de néctar de amora-preta.

Tabela 2.5 — Coeficientes de correlacdo de Pearson para as variaveis compostos
fendlicos totais, antocianinas totais, acido ascérbico e atividade
antioxidante de néctar de amora-preta submetido a armazenamento
congelado (-18+2°C)

Variaveis Compostos  Antocianinas Acido Atividade
fendlicos totais ascorbico antioxidante
totais
Compostos fendlicos totais - 0,38"™ 0,34™ 0,78*
Antocianinas totais - 0,90* 0,69
Acido ascérbico - 0,77
Atividade antioxidante 0,78 0,69 0,77 -

_nivel de significancia a 5% de probabilidade, pelo teste t;
ns: nao significativo;
(-): ndo existe correlacao.

Os resultados mostram haver correlacdo significativa (p<0,05) entre as
variaveis compostos fendlicos totais, antocianinas totais e acido ascorbico com a
atividade antioxidante em néctar de amora-preta, evidenciando tendéncia a
aumentar a atividade antioxidante do produto conforme o aumento do teor dessas
substancias. Além disso, verificou-se também haver forte correlacdo entre as

variaveis antocianinas totais e acido ascérbico, com respectivo comportamento
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simultaneo, indicando que a medida que os compostos antocianicos se degradam os
teores de &cido ascérbico também tendem a diminuirem, comprovando as

observacodes ja mencionadas neste estudo.

SANTOS et al. (2008) também evidenciaram correlagdo positiva entre as
variaveis compostos fendlicos e antocianinas totais com a atividade antioxidante de
polpas de acgai, atribuindo os elevados valores de atividade antioxidante das polpas
a esses compostos. KALT et al. (1999) também encontraram correlacdo positiva
entre a capacidade antioxidante total e os teores de antocianinas totais e compostos

fendlicos totais de pequenas frutas como morango, framboesa e mirtilo.

4 CONCLUSAO

As caracteristicas fisico-quimicas e o potencial antioxidante do néctar de
amora-preta mantiveram-se praticamente estaveis ao longo dos 90 dias de
armazenamento congelado. As alteragdes mais expressivas ocorreram em relacao
ao potencial antioxidante do produto e foram evidenciadas aos 75 dias de
armazenamento. Nesse observou-se um ligeiro declinio nos teores totais de
compostos fendlicos, antocianinas e vitamina C, indicando haver total relagéo entre

esses compostos e o potencial antioxidante do produto avaliado.
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CAPITULO lll - FUNCIONALIDADE DE NECTAR DE AMORA-PRETA (Rubus
spp.) SOBRE OS LIPIDIOS SERICOS, GLICOSE SANGUINEA E PEROXIDACAO
LIPIDICA EM HAMSTERS (Mesocricetus auratus) HIPERCOLESTEROLEMICOS

1 INTRODUCAO

O interesse pelos beneficios que os alimentos podem trazer a saude é
bastante antigo. Em 4 a.C. o grego Hipécrates, considerado o pai da medicina, dizia:
"Faz da comida o teu remédio". No entanto, nos tempos atuais, nos paises
ocidentais o0 que se vé € o aumento de doencas crénico-degenerativas em funcao,
entre outras possiveis causas, de uma dieta inadequada (CARDOSO, 2004).

Acredita-se que a dieta desempenhe um importante papel nas principais
enfermidades que acometem a sociedade atual: doencas cardiovasculares, cancer,
hipertensdo e obesidade. A principal causa relacionada a essas doencas € o
consumo intenso de gorduras do tipo saturada, associado, em contrapartida, ao
baixo consumo de alimentos como frutas e hortalicas, as quais podem conter
compostos com acao antioxidante com possivel efeito protetor ao organismo contra
essas patologias (NESS e POWLES, 1997).

A hipercolesterolemia é uma das principais causas da ocorréncia de doenca
cardiovascular porque o colesterol, um dos principais fatores relacionados a
aterosclerose, é capaz de exercer um efeito pré-oxidante. Através da
hipercolesterolemia ha um aumento no teor de colesterol em hemacias, plaquetas,
leucécitos e células endoteliais. Este acréscimo leva ao aumento da producdo de
oxigénio e com isso, de radicais livres (KOK et al., 1991). Estes desempenham um
papel importante na patogénese de doencas degenerativas, em virtude dos
processos de peroxidagdo lipidica que promovem a oxidacdo das lipoproteinas
(LDL), gerando espécies reativas que podem reagir com 0 oxigénio na parede
vascular (WITZTUM, 1987) e assim aumentar ainda mais a intensidade das lesdes

causadas.
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Pesquisas tém relatado que o interesse em alimentos especificos que
representem determinado papel na manutencdo da saude tem crescido nos ultimos
anos. Dentro desse contexto surgiu o termo “alimentos funcionais” os quais, embora
ainda sem um conceito legal aceito internacionalmente, sdo definidos de forma
abrangente como qualquer alimento, natural ou preparado, que contenha uma ou
mais substancias classificadas como nutrientes ou nao-nutrientes, capazes de
atuarem no metabolismo e na fisiologia humana, promovendo efeitos benéficos a
saude, podendo retardar o estabelecimento de doencas crénicas e/ou degenerativas
e melhorar a qualidade e a expectativa de vida das pessoas (PIMENTEL; FRANCKI;
GOLLUCKE, 2005).

Alguns compostos bioativos presentes na amora-preta (Rubus spp.) possuem
a capacidade de atuarem como antioxidantes naturais tornando o alimento capaz de
minimizar alguns efeitos causados no organismo por espécies reativas de oxigénio.
Os compostos fendlicos, assim como algumas vitaminas, presentes na amora-preta,
atraem grande interesse dos pesquisadores por constituirem grupos de
antioxidantes naturalmente presentes na dieta humana que podem vir a prevenir a
ocorréncia de doengas degenerativas (SAKAKIBARA et al., 2003).

Entretanto, apesar das evidéncias, pouca coisa ainda se sabe em relagao a
funcionalidade de produtos processados prontos para 0 consumo, 0S quais, na
maioria das vezes, sdo preferencialmente adquiridos pelas pessoas em virtude
principalmente de uma maior praticidade de consumo. Sa0 necessarios maiores
estudos sobre a funcionalidade desses produtos, buscando verificar o0 quao eles séo
capazes de atuarem no organismo e promover efeitos fisiolégicos benéficos
similares as suas substancias de origem. E de extrema importancia se verificar a
capacidade de atuacdo de substancias bioativas presentes nos produtos
processados considerando que, nesses alimentos, estas substancias muitas vezes
podem estar em menores concentragdes, parcialmente degradadas ou até mesmo
terem sido transformadas em outros compostos que nao desempenhem a atividade

esperada.
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1.1 Objetivo

Verificar o efeito do néctar de amora-preta (Rubus spp.) sobre os lipidios
séricos (triacilglicerideos, colesterol total, HDL e LDL colesterol), a peroxidacao
lipidica e a glicose sanguinea em hamsters hipercolesterolémicos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Néctar de amora-preta

Formulado a partir de frutos de amoreira-preta (Rubus spp.), cv. Tupy, safra
2007/2008 elaborado conforme experimento anterior (Capitulo I, item 2.2.2) e
mantido congelado até a sua utilizacdo. A bebida, na noite anterior a administracéo
aos animais, era retirada do freezer e colocada em geladeira para descongelamento
e posterior administragao.

2.2 Ensaio biolégico

O experimento foi conduzido no Laboratério de Experimentagdo Animal do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos (DCA) da Universidade Federal de Pelotas

(UFPel), durante o periodo de marco a julho de 2008.

O protocolo para a conducao do ensaio biolégico, numero 01/08 (anexo 1), foi
aprovado pela Comissao de Etica e Experimentagdo Animal (CEEA) da Universidade

Federal de Pelotas.

2.2.1 Animais

Foram utilizados 28 hamsters machos (Mesocricetus auratus) da linhagem
Golden syrian, recém desmamados (25 dias), provenientes do Biotério Central da
UFPel, com peso variando entre 42 e 56 gramas, e peso médio aproximado de 45

gramas.

O hamster é proposto como a espécie ideal para o estudo do metabolismo
lipidico, uma vez que € considerado o animal mais préximo dos humanos quanto ao
metabolismo de lipidios, lipoproteinas e acidos biliares (SPADY e DIETSCHY, 19883;
SUCKLING et al., 1991). Quando comparado a outros modelos animais, os hamsters
apresentam algumas vantagens, pois assim como em humanos o principal

transportador plasmatico de colesterol é a LDL (lipoproteina de baixa densidade),
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sendo que o gene do receptor de LDL em hamsters foi isolado e caracterizado,
mostrando forte similaridade com o gene humano. Além disso, estes animais
desenvolvem hipercolesterolemia semelhante a humana quando alimentados com

dietas ricas em colesterol (SIMA et al., 2001).

Durante todo o experimento os animais foram mantidos em gaiolas individuais
de polipropileno (41x34x16cm) com fundo soélido, tampa de grade galvanizada com
malha de 7,5mm, comedouro em “V” e divisérias, separando o comedouro do
bebedouro. As gaiolas tinham o piso coberto por uma camada de maravalha
servindo como cama e isolante térmico aos animais. Durante o experimento o
laboratério permaneceu sob condigdes de luz e temperatura controladas com
fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 25+2°C.

O experimento foi conduzido num total de 103 dias, dos quais os primeiros 5
foram destinados a adaptacdo dos animais as condicoes do ambiente e a dieta
padrdo para a espécie (racdo comercial Biotec®). Durante todo o experimento os

animais receberam agua ad libitum.

Ao final do periodo de adaptacado os animais foram pesados e redistribuidos
em quatro grupos (n = 7), mantendo-se o0 peso médio dos grupos (aproximadamente

45g) de maneira que a diferenca entre os mesmos fosse a minima possivel.

2.2.2 Dietas

Os animais recebiam como dieta base racdo comercial prépria para roedores,
marca Biotec® (Biobase Alimentagdo Animal, Aguas Frias - SC), com a seguinte

composicao quimica:

Tabela 3.1 — Composicéo quimica de racdo comercial para roedores, marca Biotec®

Composigao quimica Valores médios (%)
Umidade 12,0 max.
Proteina bruta 22,0 min.
Extrato etéreo 4,0 min.
Minerais 10,0 max.
Matéria fibrosa 8,0 max.
Calcio 1,4 max.
Fosforo 0,8 min.

Fonte: dados fornecidos pelo fabricante (BIOBASE — Alimentag&o Animal)
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Diariamente os animais recebiam 13g de racdo, acrescida de 0,3% de
bitartarato de colina, conforme quantidade definida com base em estudos
desenvolvidos com hamsters (BLAIR et al., 2002; MACHADO, 2007). De acordo com
Luca et al. (1996) as necessidades nutricionais para hamsters, em percentual por
kilograma de ragéo, séo de 18-24% de proteinas, 4-20% de lipidios, 5-15% de fibras
e 65% de carboidratos.

A colina, na forma de bitartarato de colina, foi incorporada a dieta dos
animais objetivando facilitar o transporte e metabolismo dos lipidios, uma vez que a
presenca da mesma € necessaria para a sintese da fosfatidilcolina, substancia
essencial para a secrecao da lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL)
promotora do transporte lipidico do figado para os demais tecidos do organismo
(ZEISEL e BLUSZTAJN, 1994).

O experimento conteve 4 grupos experimentais, com 7 animais cada,

conforme descricao abaixo:

= Controle: animais alimentados com 13g diarias de racdo comercial acrescida
de 0,3% de bitartarato de colina;

» Bebida (B): animais alimentados com 13g diarias de racdo comercial
acrescida de 0,3% de bitartarato de colina + 5mL de néctar de amora-preta;

» Colesterol (C): animais alimentados com 13g diarias de racao comercial
acrescida de 0,3% de bitartarato de colina e 0,1% de colesterol cristalino
(m/m);

» Colesterol + bebida (CB): animais alimentados com 13g diarias de racao
comercial acrescida de 0,3% de bitartarato de colina e 0,1% de colesterol

cristalino (m/m) + 5mL de néctar de amora-preta.

A bebida era administrada diariamente no periodo da manha, em torno das 8
horas, em bebedouros plasticos, imediatamente apds a retirada da agua e da ragao
remanescente, a qual era pesada para controle de ingesta. O procedimento de
retirada da agua e da racao remanescente também era realizado com o0s grupos que
nao recebiam a bebida (Controle e Colesterol) para que esses animais sofressem o
mesmo grau de estresse dos demais (B e CB). Apds a ingesta da bebida todos os

animais recebiam 13g de ragdo e agua. A quantidade de néctar administrada aos
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animais foi estabelecida com base no peso médio dos mesmos, tendo como
parametros os observados para humanos, onde, considerando peso corporeo médio
de 60kg, o consumo de 200mL de bebida diarios seriam suficientes para que se
obtivesse o efeito desejado. (RODRIGUES, 2003)

A dieta, acrescida de colina, foi preparada semanalmente através de
dissolucao do bitartarato de colina em pé em etanol a 46% (v/v) na temperatura de
50°C, com imediata adicao a racao na proporcao de 0,3%, seguido de evaporacao

em estufa com circulacédo de ar a 50°C.

A dieta hipercolesterolémica foi preparada semanalmente através de
dissolucdo de colesterol em p6 (Eskisa, Sdo Paulo) em etanol a 96% (v/v) na
temperatura de 50°C, com imediata adicdo a racao na proporcao de 0,1%, seguido
de evaporacdao em estufa com circulagdo de ar a 50°C (MACHADO, 2007;
RODRIGUES, 2003).

No decorrer do experimento foi realizado, diariamente, pesagem da racao
remanescente com o objetivo de se determinar a quantidade diaria de ingesta por
animal. O peso corporal dos animais foi registrado a cada 7 dias para avaliacdo do
ganho de peso semanal dos mesmos. Estes dados, além de expressarem o ganho
de peso e a ingestdo de racdo por animal, sdo utilizados para determinar o
coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA), calculado pela razdo entre o ganho de

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

2.3 Avaliacoes bioquimicas

Apbs o término do periodo de adaptagao (7 dias), para a determinacéo dos
niveis basais sanguineos, foram realizadas analises de colesterol total, LDL-
colesterol, HDL-colesterol e de triacilglicerideos em 4 animais, machos,
desmamados aos 25 dias, e alimentados com racdo comercial (Biotec®) durante uma

semana (periodo de adaptacao).

Ao final do experimento (98 dias) amostras de sangue de cada animal foram

coletadas por puncao cardiaca, estando os animais em jejum de 12-14 horas e sob
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anestesia inalatéria em campéanula com éter. O sangue foi coletado com auxilio de

seringas descartaveis.

2.3.1 Glicose sanguinea

Apés a coleta de sangue aliquota do mesmo foi imediatamente avaliada em
equipamento ACCUTREND GCT (Laboratérios Roche do Brasil®) o qual fornece a
dosagem direta de glicose no sangue.

2.3.2 Triacilglicerideos, colesterol total, HDL e LDL-colesterol no soro

O sangue de cada animal foi centrifugado a 1000g durante 15 minutos, a
temperatura de 4°C, objetivando a obten¢ao do soro, que foi mantido em congelador
(-12°C) para posterior analise. As determinagdes de triacilglicerideos, colesterol total
e HDL-colesterol foram realizadas através de métodos enzimaticos Triglicérides
Liquiform, Colesterol Liquiform e HDL LE (Labtest Diagnéstica S.A.®, Lagoa Santa -
MG) respectivamente. A fracdo LDL-colesterol foi calculada utilizando-se a Férmula
de Friedewald (equacéo 3.1) conforme Cordova et al. (2004).

LDL colesterol = colesterol total — HDL colesterol — (triacilglicerideos/5)
Equacao 3.1 — Célculo de LDL-colesterol

2.3.3 Peroxidacao lipidica em soro

O método baseia-se na avaliagdo da peroxidacao lipidica através da medida
da concentracdo das substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBA). Durante a
reacdo o malondialdeido (MDA), um dos principais produtos gerados durante as
diferentes fases do processo de lipoperoxidacédo, reage com o acido tiobarbiturico

formando um pigmento rosa claro com absorbancia maxima entre 532-535nm.

Parte do soro obtido da centrifugacdo do sangue de cada animal (item 2.3.2)
foi analisado de acordo com a metodologia descrita por Winterbourn; Gutteridge;
Halliwell (1985), com modificagdes. Até 0 momento de ser avaliada a porcao de soro
destinada para essa determinacao foi mantida em ultrafreezer a -80°C. Aliquotas de
200uL de soro foram transferidas para tubos de centrifuga com capacidade para
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5mL. Em seguida acrescentou-se 200uL de HCI 25% (v/v), 25uL de BHT 2% (p/v)
em etanol e 200uL de TBA 1% (p/v) em NaOH 0,05M. A mistura foi agitada e os
tubos colocados em banho-maria fervente por 10 minutos. Apds, os tubos foram
resfriados em agua gelada e acrescentados 600uL de alcool n-butanol. A mistura foi
centrifugada a 10009, a temperatura de 4°C, durante 10 minutos. O sobrenadante
obtido foi utilizado para a realizacdo da leitura das absorbancias das amostras em
comprimento de onda de 532nm através, de espectrofotdmetro Analytikiena AG
modelo Spekol 1300. Os resultados foram expressos em nmol MDA.mL™ de soro,
sendo calculados através de curva padrao de TMP (1,1,3,3 tetrametoxipropano) com
equacao da reta y = 0,3033x — 0,0613 e R = 0,9561.

2.3.4 Peroxidacao lipidica em homogenatos de cérebro, intestino e figado

A obtencdo dos homogenatos dos 6rgaos de cada animal consistiu em pesar
0,3g de tecido e adicionar solucdo tampao fosfato de potassio 20mM com KCI
140mM, pH 7.4 na proporgdo de 1:10 (p/v). A mistura foi homogeneizada e
centrifugada a 1790g por 15 minutos a 4°C (WINTERBOURN; GUTTERIDGE;
HALLIWELL, 1985). Aliquotas de 500uL do sobrenadante obtido foram colocados
em tubos de centrifuga, acrescentando juntamente 500uL de HCI 25% (v/v), 45uL de
BHT etandlico 2% (p/v) e 500uL de TBA 1% em NaOH 0,05M. A mistura foi
homogeneizada em agitador de tubos e ap6s mantida os mesmos em banho-maria

fervente por 10 minutos.

Apbs o banho-maria, os tubos foram resfriados em agua gelada e em cada
um foi acrescentado 1,5mL de &lcool n-butanol. A mistura foi agitada vigorosamente
e centrifugada a 1790g, na temperatura de 4°C, durante 10 minutos. Foram
coletadas as fases superiores (fracdo butandlica) para a realizacao das leituras das
absorbancias das amostras, em espectrofotometro Analytikiena AG modelo Spekol
1300, no comprimento de onda de 532nm. Os resultados foram obtidos utilizando-se
curva padrao de TMP (1,1,3,3 tetrametoxipropano) com equacao da reta y = 0,3033x
—0,0613 e R* = 0,9561.
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2.4 Avaliacoes histopatologicas

Apés a eutanasia os animais tiveram seus 6rgaos (figado, intestino delgado e
grosso, pancreas, baco, rim, pulmdes, coracdo, cérebro e aorta) removidos e, a
excecao do intestino delgado e cérebro, preservados em formol tamponado a 10%
(v/v). O figado foi previamente pesado e segmentado destinando-se o lobo direito
para as avaliacoes histopatologicas. O intestino delgado, o cérebro e a porcao
restante do figado foram empacotados em papel aluminio e congelados em
ultrafreezer a -80°C para posterior avaliagdo da peroxidagéo lipidica.

Os demais 6rgaos (lobo direito do figado, coragcao, aorta, intestino grosso,
baco, rim, pancreas e pulmdes) foram clivados em cinco fragmentos seriados de
cada um e incluidos em parafina objetivando a obtengédo de cortes histopatolégicos
com 5um de espessura, os quais foram corados por hematoxilina-eosina (HE)
(BEHMER; TOLOSA; FREITAS NETO, 1976). Os procedimentos foram realizados
pela equipe do laboratério de Histotecnia e Histoquimica do Departamento de
Patologia Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria/UFPel, sendo as amostras
avaliadas sem o conhecimento prévio dos grupos de animais aos quais pertenciam
os 6rgaos ou das lesdes relatadas no momento da eutanasia. Apds o tratamento, as

amostras foram avaliadas por microscopia de luz.

Através das avaliacdes histopatoldgicas buscou-se verificar a integridade ou a
presenca de lesbes em cada 6rgao avaliado; a presenca de qualquer alteracao,
caracterizando o processo, a distribuicdo e a extensdo; presenca de degeneracao
gordurosa hepatica (esteatose); integridade das vilosidades intestinais; integridade
da aorta abdominal, objetivando detectar a presenca de macréfagos subendoteliais
ou a deposicao de placas ateromatosas.

2.5 Avaliacao das fezes

As fezes foram coletadas diariamente durante a udltima semana do
experimento, sendo as mesmas pesadas, empacotadas em papel aluminio e
armazenadas a -12°C até o momento da analise. Durante a coleta os animais eram
removidos de suas gaiolas e transportados, temporariamente, para outras gaiolas

tornando possivel a vistoria das maravalhas e posterior remocao das fezes.
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2.5.1 Determinacao de lipidios

Anteriormente a determinacao de lipidios, as fezes foram secas em estufa a
50x£1°C por 48 horas. ApGs foram moidas (com a ajuda de almofariz e pistilo) e
aliquotas de 3g das fezes de cada animal foram pesadas. As determinac6es foram

realizadas em triplicata de acordo com Bligh e Dyer (1959).

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

cada animal foi calculado de acordo com a equagéo 3.2.

% lipidios totais = peso dos lipidios x 4 x 100
peso da amostra (g)

Equacéo 3.2 — Calculo do percentual total de lipidios em fezes

2.6 Medidas antropométricas

Apoés a eutanasia, antes da abertura do abdémen dos animais, foi realizada a
medida do comprimento vértice-cdccix e 0 comprimento entre os membros toracicos,
com o auxilio de fita métrica. Juntamente, foi realizada a medida da circunferéncia
do abdémen de cada animal, também com o auxilio de fita métrica. As medidas

foram expressas em centimetros.
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2.7 Avaliacao da gordura corporal

Os procedimentos realizados para a remocao da gordura corporal dos
animais consistiram em remover as gorduras mesentérica, renal e inguinal. As
mesmas foram pesadas separadamente em balancga analitica e posteriormente seus
pesos foram somados para que assim fosse possivel estimar o conteddo de gordura
corporal presente. Os resultados foram expressos em gramas.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Indicativos bioldgicos dos animais experimentais

Os animais apresentaram, no inicio do experimento, peso médio de 45g e ao
final 100g. A Fig. 3.1 corresponde a curva de variagdo de peso dos grupos de

animais em observagao durante 98 dias de experimento.
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Figura 3.1 — Variacdo de peso dos animais submetidos a

diferentes dietas durante 98 dias de experimento.

Dia 1: ap6s periodo de adaptacédo de 5 dias com ragdo comercial;

Controle: ragdo comercial acrescida de 0,3% de bitartarato de colina; B: ragéo
comercial acrescida de 0,3% de bitartarato de colina + 5mL de néctar de
amora-preta; C: ragcdo comercial acrescida de 0,3% de bitartarato de colina e
0,1% de colesterol; CB: ragdao comercial acrescida de 0,3% de bitartarato de
colina e 0,1% de colesterol + 5mL de néctar de amora-preta.

Durante os primeiros 29 dias de experimento 0Ss grupos apresentaram
variacao de peso muito proxima, a partir dos quais os grupos B e CB comecaram a
diferenciar-se, apresentando maiores pesos até o final do experimento. Os grupos
Controle (racdao sem adicdo de colesterol) e C (racdo com adicdo de colesterol)
mostraram variacdo de peso similar durante todo o periodo experimental indicando
que provavelmente o percentual de colesterol (0,1%) adicionado a dieta dos grupos
C e CB nao tenha sido suficiente para promover maior ganho de peso em relagao
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aos grupos que nao ingeriam colesterol (Controle e B). De acordo com Jaekel
(2008), hamsters machos tratados com dieta hipercolesterolémica com 0,2% de
colesterol apresentaram maior ganho de peso quando comparados ao grupo
controle (racdo sem adicdo de colesterol). Assim, pode-se dizer que o fator
preponderante para o maior ganho de peso dos grupos B e CB, tenha sido a
ingestdo do néctar de amora-preta, produto adicionado de acucar até a
concentracao de 13°Brix.

Ao final do experimento todos os grupos apresentaram discreta redugédo de
peso, 0 que pode ser explicado em funcdo do jejum ao qual os animais sao

submetidos no dia anterior a eutanasia.

Na tab. 3.2 estdo as modificacbes ponderais observadas nos animais,
decorrentes das diferentes dietas administradas, durante o periodo experimental de
98 dias.

Tabela 3.2 — Peso corporal (g), ganho de peso (g), consumo diario de racao,
ingestao de racao, coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA), peso do
figado e relagéo entre peso do figado e peso corporal em hamsters
submetidos a diferentes dietas experimentais durante 98 dias

Determinacoes DIETAS

Controle B C CB
Peso inicial (g) 45,77+2,88% 45,43+3,26°  45,68+3,25° 45,71+3,89%
Peso final (g) 99,11+4,53*  110,74+18,81* 101,58+7,17*° 107,04+12,37°
Ganho de peso total (g) 53,34 65,31 55,90 61,33
Consumo diario (g) 6,35+0,34° 6,76+1,75° 6,51+0,44° 6,26+0,64°
Ingestao total (g) 4359,0 4640,4 4467,0 4298,2
CEA 0,01 0,01 0,01 0,01
Peso do figado (g) 2,88+0,23° 3,21+0,76®  3,48+0,35®°  3,74+0,39°
Peso do figado / peso corporeo 0,029 0,029 0,034 0,035

Os valores representam as médias de 7 repeticoes + desvio padrao;

Letras distintas na mesma linha indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey, em nivel de 5%
de probabilidade (p<0,05);

*Apo6s periodo de adaptagao de 5 dias com ragdo comercial;

**Controle: racao comercial acrescida de 0,3% de bitartarato de colina; B: racdo comercial acrescida
de 0,3% de bitartarato de colina + 5mL de néctar de amora-preta; C: ragdo comercial acrescida de
0,3% de bitartarato de colina e 0,1% de colesterol; CB: racdo comercial acrescida de 0,3% de
bitartarato de colina e 0,1% de colesterol + 5mL de néctar de amora-preta.

O peso final dos animais alimentados com dieta padrdo (Controle) ndo diferiu
significativamente (p<0,05) dos demais grupos experimentais (B, C e CB). Contudo,
0S grupos que recebiam o néctar de amora-preta (B e CB) apresentaram maior
ganho de peso quando comparados a seus controles (Controle e C), equivalendo a



95

18,3 e 13,02%, respectivamente. Os dados apresentaram-se pouco mais elevados
que os de Machado (2007), em experimento com hamsters machos submetidos a
diferentes dietas (entre elas racdo com 0,2% de colesterol e bebida de soja
probidtica e nao probiodtica) durante 90 dias, onde verificou um ganho de peso
minimo e maximo entre os grupos de 34 e 52g. Os resultados também nao
concordaram com Martinello (2006) e Jaekel (2008), onde o primeiro verificou ganho
de peso variando entre 22,3 e 46,49 apo6s 70 dias de experimento com hamsters
machos sob dieta 0,1% de colesterol e extrato de tamarindo; e o segundo, ganho de
peso variando entre 44,19 e 49,959 apds 68 dias de experimento com hamsters
machos sob dieta 0,2% de colesterol e bebida de soja e arroz. As diferencas
encontradas podem estar relacionadas com o tempo dos experimentos e€/ou com 0s
pesos iniciais dos animais que ficaram em torno de 72,31, 66,31 e 129,49 no estudo
de Jaekel (2008), Machado (2007) e Martinello (2006), respectivamente. Neste
trabalho os pesos iniciais dos animais ficaram em torno de 45g (tab. 3.2).

O consumo diario médio dos animais, em torno de 6g, nado diferiu
significativamente (p<0,05) entre o0s grupos experimentais. Os resultados
concordam com Martinello (2006), o qual verificou um consumo diario em torno de
6g para hamsters machos alimentados com dieta colesterol 0,1% e exirato de

tamarindo.

O coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA), resultado da razdo entre o ganho
de peso total e o consumo total de racdo durante todo experimento (98 dias), foi
equivalente para todos os grupos, indicando semelhanca entre os mesmos na
conversao do alimento ingerido e que provavelmente, ndo tenha sido o percentual
de colesterol adicionado a dieta que promoveu o0 aumento de peso nos animais e

sim a ingestao do néctar de amora-preta.

Relacionando o peso do figado as diferentes dietas administradas aos
animais, aqueles grupos que receberam dieta hipercolesterolémica (C e CB),
independente das demais caracteristicas, apresentaram médias de peso do figado
superiores aos grupos que nao receberam racao acrescida de colesterol (Controle e
B). Os animais dos grupos C e CB apresentaram peso do figado em torno de 20 e
30% maior, respectivamente, do que os do grupo Controle. Segundo Machado et al.

(2003), o aumento de peso do figado nos animais hipercolesterolémicos da-se em
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funcédo da deposicdo de colesterol que ocorre no 6rgao. Avaliando trabalhos com
hamsters machos hipercolesterolémicos verifica-se ser diretamente proporcional a
relacdo entre o percentual de colesterol adicionado a dieta e 0 aumento no peso do
figado. Jaekel (2008) e Machado (2007) trabalhando com racdo acrescida de 0,2%
de colesterol verificaram aumento de peso do figado nos grupos colesterol maior do
que o evidenciado nesse estudo (tab. 3.2), em torno de 40 e 100%,
respectivamente. Entretanto, o menor acumulo de colesterol por parte dos animais
aqui analisados pode ter ocorrido também em funcdo do bitartarato de colina
incorporado a dieta administrada, que ao reforcar ou favorecer a formacao de
lecitina (fator lipotropico) contribui para a mobilizagdo dos lipidios hepaticos. Véarios
mecanismos tém sido propostos para explicar o papel da colina como agente
lipotrépico, incluindo sua auséncia, o que conduz ao impedimento da sintese de
fosfolipidios das lipoproteinas, causando aumento do figado em funcdo dos
depositos de gordura (MURRAY et al., 2002).

Outro fator que também pode ter contribuido para o excesso de gordura no
figado, e com isso o aumento de peso, € o conteudo de agucar ingerido pela dieta.
Os animais (tab. 3.2) que ingeriram o néctar de amora-preta (adicionado de 13% de
acucar), grupos B e CB, apresentaram maior peso de figado em relacdo a seus
controles (grupo Controle e C), independente se a dieta era normo ou
hipercolesterolémica. A dieta rica em carboidratos (particularmente quando contém
sacarose e frutose) conduz a altos niveis de lipogénese (conversado de carboidratos
a triacilglicerol), aumentando os niveis de triacilglicerideos no figado e com isso 0s
depositos de gordura (MURRAY et al., 2002).

3.2 Avaliacoes bioquimicas
3.2.1 Niveis séricos de lipidios e de glicose plasmatica

Os niveis de colesterol total, LDL-colesterol, HDL-colesterol, triacilglicerideos
e de glicose em hamsters apdés o consumo de néctar de amora-preta estédo

expressos na tab. 3.3.
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Tabela 3.3 — Concentragdes (mmol.L™" de soro) de colesterol total, LDL-colesterol,
HDL-colesterol, triacilglicerideos e glicose (mmol.L”" de plasma) em
hamsters submetidos a diferentes dietas experimentais durante 98

dias

Avaliacoes DIETAS

bioquimicas Basal Controle B C CB
Colesterol total 2,5510,26 2,47+0,21 ©  2,32+0,38 ©  4,65+0,69° 3,92+0,46°
LDL 2,3740,30 0,42+0,17°  0,23+0,21 ° 1,36+0,3% 0,76+0,31°
HDL 0,22+0,02 1,89+0,16°  1,9740,22°  3,12+0,65° 3,04+0,59°
HDL / LDL 0,09 4,50 8,56 2,29 4,00
Triacilglicerideos 1,06+0,35 0,79+0,15°  0,58+0,03°  0,84+0,07° 0,58+0,05°
Glicose Nd 7,20+1,07° 7,57+1,57° 7,92+1,61° 8,47+1,30°

Os valores representam as médias de 4 (basal) e de 7 repeticbes * desvio padrao;

Letras distintas na mesma linha indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey, em nivel de 5%
de probabilidade (p<0,05);

*Apo6s periodo de adaptagao de 5 dias com ragdo comercial;

**Controle: racdo comercial acrescida de 0,3% de bitartarato de colina; B: racdo comercial acrescida
de 0,3% de bitartarato de colina + 5mL de néctar de amora-preta; C: ragdo comercial acrescida de
0,3% de bitartarato de colina e 0,1% de colesterol; CB: racdo comercial acrescida de 0,3% de
bitartarato de colina e 0,1% de colesterol + 5mL de néctar de amora-preta;

***Nd = ndo determinado.

Segundo o Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina da USP, citado
por Frota (2007), os valores de referéncia para colesterol total e triacilglicerideos em
hamsters sdo de 1,04 a 2,43mmol.L”" de soro e de 1,41 a 2,42mmol.L" de soro,
respectivamente. Com base na referéncia citada a concentracéo de colesterol total
evidenciada no inicio do experimento (basal) apresentou-se levemente acima,
enquanto que o nivel de triacilglicerideos ficou abaixo do estabelecido. Entretanto, o
nivel basal de colesterol total concorda com o mencionado por Nistor et al. (1987),
0s quais relatam taxas normais de colesterol total para hamsters na ordem de 0,98 a
2,96mmol.L™" de soro. De acordo com esses mesmos autores a média do HDL deve
ser de 0,93mmol.L™" de soro e do LDL de 0,67mmol.L™" de soro, ndo concordando
com os resultados obtidos para o basal deste estudo, pois o HDL-colesterol
apresentou-se abaixo e o LDL-colesterol acima do ideal. De acordo com Jaekel
(2008), além da dieta e das caracteristicas individuais, fatores como genétipo e
condicbes ambientais também podem influenciar as fracées lipidicas séricas destes
animais.

Ao final do experimento (98 dias) o0s grupos submetidos a dieta
hipercolesterolémica (C e CB) diferiram significativamente (p<0,05) daqueles que
recebiam racdo sem colesterol (Controle e B) em relagdo ao total de colesterol,

apresentando concentracao superior do mesmo. Esses resultados mostram que, de
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acordo com o Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina da USP, citado por
Frota (2007), os animais dos grupos C e CB atingiram a condicao de

hipercolesterolémicos.

O néctar de amora-preta mostrou ter efeito hipocolesterolémico ao reduzir as
concentragcdes de colesterol total, LDL-colesterol e triacilglicerideos nos grupos que
ingeriram o produto. Entre os grupos colesterol (C e CB) os animais que ingeriram a
bebida (CB) apresentaram teores de colesterol total, LDL e triacilglicerideos
significativamente (p<0,05) menores, em torno de 16, 44 e 31% a menos,
respectivamente (Fig. 3.2).

EC
ocCB
Colesterol total LDL-colesterol Triacilglicerideos
(mmol.L-1) (mmol.L-1) (mmol.L-1)
Figura 3.2 - Concentracdo de colesterol total, LDL-colesterol e

triacilglicerideos no soro de hamsters apés o consumo de
néctar de amora-preta durante 98 dias.

C: racao comercial acrescida de 0,3% de bitartarato de colina e 0,1% de colesterol; CB: racao
comercial acrescida de 0,3% de bitartarato de colina e 0,1% de colesterol + 5mL de néctar de
amora-preta.

Os resultados sdo concordantes com os obtidos por Yugarani et al. (1992),
cujos estudos evidenciaram reducdo marcante de colesterol total, LDL-colesterol e
triacilglicerideos no plasma de ratos hiperlipidémicos induzidos por dieta, quando
tratados com o flavonéide quercetina, composto este também presente nos frutos de

amoreira-preta.

O efeito benéfico relacionado a produtos ricos em compostos fendlicos
também foi relatado por Cherem et al. (2007) em um estudo realizado com cobaias

submetidas a dieta hiperlipidica com e sem a adicdo de casca da berinjela rica em
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compostos antocianicos. Os autores verificaram reducdo nos niveis de colesterol
total e LDL-colesterol, em torno de 45 e 54%, respectivamente, nos grupos
submetidos a dieta hiperlipidica + casca de berinjela, ndo observando efeito positivo
sobre os niveis de triacilglicerideos. Ribeiro et al. (2004) avaliaram a capacidade da
antocianina de uva em atuar sob os constituintes plasmaticos de coelhos saudaveis
e verificaram uma redugédo de 17,38% nos niveis de colesterol total nos animais
tratados com o composto. Estudos realizados com ratos hipercolesterolémicos
tratados com extrato de mirtilo relatam reducao sérica nos niveis de LDL-colesterol
(em torno de 46%) e aumento de HDL na ordem de 10% (COFFY, 2008). Oliveira et
al. (2002) estudaram o efeito dos flavondides quercetina e rutina (na dose de 5mg
diarias) sob os niveis de colesterol total de ratos machos hiperlipidémicos.
Verificaram uma reducao de 56,4% por parte da quercetina e de 55% por parte da

rutina.

Diversos mecanismos de acao tém sido atribuidos aos compostos fendélicos
para explicar seus efeitos no metabolismo lipidico. Um deles envolve suas acdes no
aumento da excrecao de sais biliares nas fezes e outro abrange a capacidade de
elevar a atividade do sistema microssomal hepatico, aumentando,
consequentemente, o metabolismo lipidico (MACDONALD; MADER; BUSSARD,
1983). Silva et al. (2001) relatam também que os flavonodides possuem a capacidade
de estimular a atividade da lipase, promovendo uma redu¢do nos niveis de

triacilglicerideos.

O mecanismo hipocolesterolémico dos compostos fendlicos pode decorrer da
acao sobre a absorcéo intestinal de colesterol, ou por efeitos sobre enzimas como a
colesterol esterase (responsavel pela hidrélise de ésteres de colesterol no Iimen
intestinal), colesterol-7-alfa-hidroxilase (responsavel pela degradacao do colesterol e
sintese de acidos biliares), ACAT (AcetilCoA-colesterol-aciltransferase, responsavel
pela esterificacdo e armazenamento intracelular do colesterol) e HMGCoA
(Hidroximetilglutaril Coenzima A) redutase (enzima limitante da sintese endégena de
colesterol) (MARTINELLO, 2006). Compostos como as catequinas sao capazes de
promover maior excrecao de colesterol nas fezes e, devido a isso, foi atribuida as
mesmas possivel reducdo da absorcao intestinal de colesterol por diminuir a
solubilidade micelar do mesmo de maneira-dose dependente (IKEDA et al., 1992).
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A reducdo dos niveis de LDL-colesterol é extremamente importante em
individuos hipercolesterolémicos, pois concentracdes plasmaticas elevadas de LDL
sao bastante associadas com a ocorréncia de doencas arteriais coronarianas, como
a aterosclerose. Tal patologia ocorre quando o LDL n&o entra nas células e
permanece no sangue, acumulando-se nas paredes das artérias (GIRIBELA, 2007).

Quanto aos indices de HDL-colesterol, 0 mesmo aumentou em todos os
grupos quando comparados ao basal. De acordo com Vilela (2009) niveis elevados
de HDL-colesterol no sangue indicam baixa probabilidade de desenvolvimento de
doencas cardiovasculares, uma vez que as lipoproteinas HDL séo responsaveis pelo
transporte do colesterol endégeno de volta para o figado, retirando-o das paredes
das artérias.

Ao compararem-se 0s grupos sem colesterol (Controle e B), ndo ha diferenca
estatistica de HDL entre os mesmos, ocorrendo o mesmo fendémeno entre 0s grupos
com colesterol (C e CB). Entretanto, ao relacionarem-se os grupos sem colesterol
(controle e B) com os grupos colesterol (C e CB), ambos diferem estatisticamente
(p=0,05), sendo observados teores de HDL maiores nos grupos colesterol. Os
valores de HDL praticamente iguais entre 0os grupos com e sem bebida, em ambas
as dietas administradas, evidenciam néao ter havido influéncia do néctar de amora-
preta sobre os indices dessa lipoproteina. Resultado similar foi observado por
Ribeiro et al. (2004), os quais nao verificaram influéncia da antocianina de uva sob
0s niveis plasmaticos de HDL-colesterol de coelhos saudaveis, pois 0s mesmos
apresentaram indice inicial e final de HDL de 0,79 e 0,81mmol.L™, respectivamente.
Auger et al. (2002) também verificaram resultado parecido, pois ao avaliarem o efeito
dos compostos fendlicos presentes no vinho tinto sob os lipidios plasmaticos de
hamsters hipercolesterolémicos, observaram nao haver diferenga de HDL entre os

animais tratados e nao-tratados com o extrato do vinho tinto.

A relacdo HDL/LDL é comumente calculada para avaliar o risco de doencas
coronarianas. De acordo com relatos mencionados por Ho et al. (2003), elevada
concentracdo de LDL-colesterol evidencia processos aterogénicos, enquanto que
alto nivel de HDL-colesterol tem efeito cardioprotetor. Neste estudo as relacdes
HDL/LDL foram de 0,09, 4,50, 8,56, 2,29 e 4,00, para os grupos basal, Controle, B,
C e CB (tab. 3.3), respectivamente. O aumento da relacdo HDL/LDL nos grupos B e
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CB, indica influéncia benéfica do néctar de amora-preta tanto em animais normo
como em hipercolesterolémicos, pela diminuicdo dos indices de LDL-colesterol em
ambos 0s grupos.

Em relagdo a analise de glicose no plasma dos animais (tab. 3.3), os grupos
experimentais nao diferiram estatisticamente, sendo que os quatro grupos avaliados
apresentaram praticamente as mesmas taxas de glicose. Ribeiro et al. (2004)
observaram que os niveis de glicose ndo foram afetados significativamente ao
administrar antocianina de uva a coelhos saudaveis. Entretanto, Coffy (2008), ao
administrar extrato de mirtilo (na dose de 250mg.Kg™ corpéreo do animal) em ratos
hipercolesterolémicos, verificou reducao da glicose sanguinea em torno de 6,9%. De
acordo com Jaekel (2008), fatores como concentracao de substancias bioativas no
produto, quantidade de bebida administrada aos animais e duracdo do experimento,

podem explicar as diferencas observadas entre um e outro estudo.

3.2.2 Peroxidacao lipidica no soro e homogenatos de figado, intestino delgado
e cérebro

Na tab. 3.4 estao os resultados das analises de peroxidacgéao lipidica realizada
no soro, homogenatos de figado, intestino delgado e cérebro de hamsters
submetidos a diferentes dietas experimentais durante 98 dias.

Tabela 3.4 — Peroxidagao lipidica (nmol MDA.mL™ de soro e homogenato) no soro e
homogenatos de figado, intestino delgado e cérebro de hamsters
submetidos a diferentes dietas experimentais durante 98 dias

Determinagdes DIETAS
Controle B C CB
Soro 3,04+0,47° 1,61+0,28°  2,99+0,31*  1,86+0,11°
Homogenato de figado 0,35+0,06° 0,42+0,14°  0,79+0,07°  0,89+0,15°
Homogenato de intestino delgado ~ 0,43+0,12° 0,37+0,10°  0,57+0,12*  0,40+0,08°
Homogenato de cérebro 0,33+0,05° 0,23+0,02°  0,33+0,05*  0,25+0,05°

Os valores representam as médias de 7 repeticoes + desvio padrao;

Letras distintas na mesma linha indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey, em nivel de 5%
de probabilidade (p<0,05);

*Controle: ragdo comercial acrescida de 0,3% de bitartarato de colina; B: ragdo comercial acrescida
de 0,3% de bitartarato de colina + 5mL de néctar de amora-preta; C: ragdo comercial acrescida de
0,3% de bitartarato de colina e 0,1% de colesterol; CB: racdo comercial acrescida de 0,3% de
bitartarato de colina e 0,1% de colesterol + 5mL de néctar de amora-preta.

As avaliagbes de peroxidacdo lipidica realizadas no soro dos animais
hipercolesterolémicos mostraram que aqueles que consumiram o néctar de amora-

preta (CB) foram significativamente (p<0,05) menos afetados por processos
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peroxidativos, fato que vem a comprovar o potencial antioxidante do produto em
sistemas in vivo. O mesmo ocorreu em relacdo aos animais que ingeriram racao
sem colesterol (Controle e B), sendo que os indices de malondialdeido (MDA)
encontrados no soro desses foram praticamente os mesmos encontrados naqueles
submetidos a dieta com colesterol, ndo sendo possivel verificar a influéncia da
hipercolesterolemia sobre as reagdes oxidativas. Apds investigacbes realizadas,
verificou-se que os elevados indices de MDA nos animais sem colesterol (Controle e
B) podem ter ocorrido em funcédo da degradacao lipidica sofrida pela racao oferecida
aos mesmos. A ragdo (Biotec®) contém em sua composicdo basica, segundo dados
do fabricante, 6leo de soja, farelo de soja, farelo de trigo, farelo de milho e farelo de
gérmen de milho, sendo que algumas dessas substancias apresentam apreciavel
conteldo de lipidios insaturados que podem se oxidar quando submetidos a
determinados tratamentos, como o aquecimento, liberando espécies reativas
(radicais livres). A ragdo administrada aos animais de todos os grupos era acrescida
de bitartarato de colina e por isso passava por um processo de secagem em estufa
com circulacdo de ar a uma temperatura de 50°C durante 30 minutos para sua
incorporacdo. Baseado neste fato, realizou-se analise de TBARS na ragéo antes e
apods a adicao de bitartarato de colina, de acordo com Costa et al. (2004). Na racao
acrescida de colina, que sofria aguecimento, observou-se um indice de MDA de
2,59nmol.g” de racdo, 91% a mais que na racdo original (1,35nmol MDA.g™' de
racdo), justificando os indices de MDA encontrados na ragcdo padrdo (sem
colesterol).

As redugbes nos niveis de malondialdeido (MDA) no soro dos animais
submetidos a ingestao de néctar de amora-preta foram na ordem de 47% no grupo
bebida sem colesterol (B) e de 37,8% no grupo bebida com colesterol (CB). Coffy
(2008) observou redugao no teor de MDA no soro de ratos hipercolesterolémicos
tratados diariamente com extrato de mirtilo nas concentracdes de 250 e 500mg.Kg™
corpéreo de animal. De acordo com o autor a ingestdo de 250mg.Kg™ promoveu
uma reducédo de 50% nos indices de MDA, enquanto que a ingestdo de 500mg.Kg™
implicou em uma reducgédo de 62,5%. Um estudo realizado por Rho e Kim (2006)
para avaliar o efeito de diferentes formulagdes de uva (uva inteira, bagaco e suco)
na peroxidacao lipidica no plasma de ratos mostrou que a incorporacao de 2% de
uva inteira, bagagco e suco na dieta promoveu uma diminuicdo de 10, 17 e 10%,
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respectivamente, na incidéncia da peroxidagdo. A casca € 0 suco de uva Sao ricos
em antocianinas, catequina, epicatequina e quercetina (O'BYRNE et al., 2002), o
que torna a uva, assim com a amora-preta, um alimento rico em substancias

antioxidantes capazes de diminuir o efeito téxico das espécies reativas de oxigénio.

Pesquisas tém demonstrado que os flavonoides inibem a peroxidacao lipidica
no estagio de iniciacdo por atuarem como antioxidante, eliminando &nions como
superoxido e radicais hidroxilas. Tem sido proposto que flavonéides interrompem a
reacdo em cadeia dos radicais livres, doando atomos de hidrogénio ao radical
peroxila, e com isso formando um radical de flavondide. O radical flavondide, entao,
reage com o radical livre, terminando assim a propagacado da reacdo em cadeia
(COOK e SAMMAN, 1996).

Na avaliagdo da peroxidagéo lipidica nos 6rgdos dos animais (tab. 3.4), o
cérebro foi aguele onde se p6de melhor verificar o efeito antioxidante do néctar de
amora-preta. Os resultados apresentaram-se diferentes estatisticamente (p<0,05)
em ambos 0s grupos experimentais (com e sem colesterol), sendo que os grupos
com a bebida (B e CB) apresentaram menores valores de MDA quando comparados
aos seus controles (Controle e C). Uma maior facilidade na determinagdo dos
produtos da oxidacao no cérebro deve-se ao fato de esse ser um dos 6rgaos mais
susceptiveis ao dano oxidativo, principalmente em funcdo da alta utilizacdo de
oxigénio, e dos altos niveis de lipidios insaturados e metais de transi¢cdo (como ferro)
presente, além de ser um 6érgao com grande deficiéncia de mecanismos de defesa
antioxidante (REITER,1995).

No figado, ao compararem-se os grupos B e CB com seus respectivos
controles (Controle e C), foi observado nao haver diferenga significativa entre os
resultados, e com isso nao foi possivel verificar o efeito benéfico do néctar de
amora. Entretanto, ao relacionar-se os grupos Controle e Colesterol é possivel
verificar significativa diferenca (p<0,05) entre os mesmos, com um indice de
peroxidacao lipidica quase 2 vezes maior no grupo que ingeriu racao acrescida de
colesterol, corroborando evidéncias clinicas e experimentais de que a
hipercolesterolemia esta associada ao aumento do estresse oxidativo (VIOLI et al.,
2004), fato que ndo pode ser verificado no soro dos animais. Entre os 6rgaos

avaliados, o figado foi o que apresentou maior indice de peroxidacao lipidica nos
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grupos colesterol (C e CB), provavelmente em fungdo do maior acumulo de
colesterol total ocasionado nos animais desses grupos (tab. 3.3), que se deposita
mais intensamente no figado e por isso causa maiores lesdes a esse 6rgao. O fato
de o figado estar relacionado ao depoésito de colesterol pode ser comprovado
através dos pesos dos figados relatados na tab. 3.2, onde se observa que 0s grupos
colesterol (C e CB) apresentam figados mais pesados. A Fig. 3.3 compara os teores
de peroxidacéo lipidica no figado com o peso do mesmo, mostrando que nos grupos
colesterol (C e CB), onde o depdsito de gordura no figado € maior, devido a dieta

hipercolesterolémica, a peroxidacéo lipidica também foi maior.

4+
3,51

3.
2,5

21 O Peroxidagao lipidica
1,51 H Peso do figado

Ly =
0,5

0-

Controle B C CB
DIETAS

Figura 3.3 — Teores de peroxidacdo lipidica (nmol MDA.mL' de
homogenato) no figado e peso (g) do mesmo em hamsters
submetidos a diferentes dietas experimentais durante 98
dias.

*Controle: racao comercial acrescida de 0,3% de bitartarato de colina; B: racado comercial
acrescida de 0,3% de bitartarato de colina + 5mL de néctar de amora-preta; C: racao
comercial acrescida de 0,3% de bitartarato de colina e 0,1% de colesterol; CB: ragéo
comercial acrescida de 0,3% de bitartarato de colina e 0,1% de colesterol + 5mL de néctar
de amora-preta.

Comportamento similar ao observado no figado ocorreu no intestino delgado,
onde a peroxidacao lipidica ndo apresentou resultados diferentes estatisticamente
entre os grupos sem colesterol (Controle e B), mas mostrou-se diferente entre os
grupos colesterol (C e CB), ficando claro, neste 6rgao, o efeito antioxidante da
bebida.
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A menor capacidade de inibicdo da peroxidacao lipidica no figado e intestino
delgado pode ser decorrente de uma menor quantidade de substancias ativas
presentes nestes 6rgaos, do que propriamente menor atividade das mesmas. Pouco
€ conhecido sobre a absorcao, biodistribuicdo e metabolismo dos flavondides em
concentragdes normalmente ingeridas na dieta (cerca de 60 a 106mg.dia’ no que
concerne a populacédo brasileira) (ARABBI; GENOVESE; LAJOLO, 2004). Um
estudo mostrou que menos de 1% da quercetina é absorvido no intestino, sendo que
mais de 50% da dose ingerida & degradada pela microbiota col6nica, enquanto o
restante é eliminado pelas fezes (DESCHNER, 1992), restando um percentual muito
pequeno para atuar na protecdo dos diversos 6rgaos do organismo. Portanto, a
pequena absorcao de alguns polifendis apds a ingestao pode justificar uma menor
inibicao da peroxidacao lipidica em determinados 6rgaos.

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

3.3 Avaliacoes histopatolégicas

Dentre os érgaos avaliados histopatologicamente (figado, coracao, intestino
grosso, pancreas, baco, rim, pulmdes e aorta) o figado foi 0 Unico que apresentou
alteracoes.

O acumulo de lipidios nos tecidos, com excecao do tecido adiposo, impede o
metabolismo celular normal, comprometendo a viabilidade das células. O dano
induzido pelos &cidos graxos denomina-se lipotoxicidade, causando esteatose

hepatica, referida como doenga do figado gorduroso nao alcodlico. Este termo
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abrange uma série de doencas, desde um simples acumulo de triacilglicerideos nos
orgaos hepaticos a esteatose hepatica com inflamacao, fibrose e cirrose (FROTA,
2007; MACHADO, 2007; TORRES; TORRE-VILLALVAZO; TOVAR, 2006).

Os animais dos grupos normocolesterolémicos Controle e B (este ultimo além
da ragdo recebia também o néctar de amora-preta) ndo apresentaram qualquer
alteragdao no figado. Entretanto, o figado dos animais alimentados com dieta
hipercolesterolémica (C e CB, este ultimo também alimentado com néctar de amora-
preta) apresentou esteatose, consequéncia do percentual de colesterol adicionado a
dieta, o qual ocasiona aporte excessivo de acidos graxos no figado. A maioria das
amostras do grupo C apresentou lesdes difusas por todo figado, discretas e com
predominio de grau 1, com exceg¢ao de uma amostra que apresentou lesao difusa e
microvacuolar de grau 2. Nas amostras do grupo CB também predominaram as
lesbes difusas e discretas, havendo também predominio de lesdo de grau 1, porém
em uma amostra a esteatose ficou restrita a regides lobulares especificas
(cetrolobular) e em outra se apresentou aleatéria (macrovacuolar). O estudo
histopatolégico ndo indicou influéncia benéfica do néctar de amora-preta nas
amostras de figado do grupo CB, uma vez que o grau das lesées provocadas foi o
mesmo que no grupo C (grupo colesterol que ndo ingeriu a bebida). Entretanto, além
do menor teor de colesterol adicionado a dieta, quando comparado a outros estudos,
foi possivel verificar uma possivel influéncia do bitartarato de colina adicionado a
racdo, uma vez que os baixos indices de esteatose hepatica encontrados podem
estar relacionados a presenca dessa substancia, que por sua vez é capaz de
aumentar o metabolismo dos lipidios. Jaekel (2008) e Machado (2007) evidenciaram
em seus experimentos (hamsters machos submetidos a dieta com 0,2% de
colesterol) incidéncia de esteatose hepatica de grau 2 e 4, respectivamente, nos

animais avaliados, cuja dieta nao foi adicionada de bitartarato de colina.

Nos rins, pulmdes, coragdo e aorta ndo foram encontradas alteragdes em
nenhum grupo experimental. As amostras de coragdo dos grupos estudados nao
apresentaram alteracoes endoteliais ou presenca de depdsitos ateromatosos (placas
de colesterol), ao contrario do que se esperava, ja que os grupos colesterol (C e CB)
apresentaram esteatose ocasionada pelo excesso de colesterol na dieta. O mesmo
comportamento foi observado por Jaekel (2008) e Machado (2007), onde nas aortas
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dos grupos colesterol também ndo foi encontrado depésitos ateromatosos. Os
animais de todos os grupos apresentaram o intestino dentro da normalidade e em
relacdo aos demais 6rgaos (pancreas e baco), os mesmos nao apresentaram

alteracoes histopatoldgicas.

3.4 Avaliacao das fezes

Os resultados das avaliacoes de lipidios totais nas fezes de hamsters
submetidos a diferentes dietas experimentais durante 98 dias encontram-se
descritos na tab. 3.5.

Tabela 3.5 — Teor de lipidios totais (%) nas fezes de hamsters submetidos a
diferentes dietas experimentais durante 98 dias

DIETAS* Lipidios totais
Controle 4,20+0,28%°
B 4,57+0,53?
C 4,17+0,23%°
CB 3,92+0,39 ©

Os valores representam as médias de 7 animais x 3 repeticbes de analise + desvio padrao;

Letras distintas na mesma coluna indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey, em nivel de 5%
de probabilidade (p<0,05);

*Controle: racdo comercial acrescida de 0,3% de bitartarato de colina; B: racdo comercial acrescida
de 0,3% de bitartarato de colina + 5mL de néctar de amora-preta; C: ragdo comercial acrescida de
0,3% de bitartarato de colina e 0,1% de colesterol; CB: racdo comercial acrescida de 0,3% de
bitartarato de colina e 0,1% de colesterol + 5mL de néctar de amora-preta.

Os grupos aos quais foi administrada a bebida (B e CB) diferiram
estatisticamente (p<0,05) entre si, em relacdo ao teor de lipidios nas fezes, contudo
ambos nao diferiram dos demais grupos. Em funcdo da acdo que determinados
compostos fenodlicos exercem sobre o metabolismo lipidico, aumentando a excrecao
de sais biliares nas fezes (MACDONALD; MADER; BUSSARD, 1983), o
comportamento sugerido (embora nao significativo) pela resposta do grupo que
ingeriu o0 néctar (B) comparativamente ao Controle, com maior quantidade de
lipidios excretados nas fezes dos animais, era esperado. Entretanto, ndao se
verificou a mesma tendéncia de efeito do produto sobre a excreta de lipidios quando
observados os grupos alimentados com racdo acrescida de colesterol sem (C) e
com a bebida (CB). Jaekel (2008) e Machado (2007), ao trabalharem com hamsters
machos submetidos a dieta hipercolesterolémica (0,2% de colesterol), observaram
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diferenca na quantidade de lipidios excretados nas fezes dos grupos controle e
colesterol, sendo maior naqueles que ingeriram colesterol, 1,46 e 1,99%,
respectivamente, segundo Jaekel (2008); e 1,15 e 3,62%, respectivamente,
segundo Machado (2007).

O colesterol do organismo pode ser derivado de duas fontes: sintese celular
(colesterol enddgeno: 70%) e da dieta (colesterol exdgeno: 30%), sendo que
quando a dieta fornece colesterol suficiente, a sintese € inibida. O colesterol
proveniente da dieta chega ao figado a partir de quilomicrons remanescentes e dai
provoca a inibicdo da sintese da enzima HMG-CoA redutase (3-hidroxi, 3-metil
glutaril CoA redutase), diminuindo com isto a sintese enddgena. Em virtude de ser
insoluvel em &gua, e consequentemente no sangue, para ser transportado na
corrente sanguinea o colesterol necessita ligar-se a algumas proteinas e lipideos,
formando um complexo denominado lipoproteina. A LDL (lipoproteina de baixa
densidade) transporta o colesterol do sitio de sintese (figado) até as células de
varios outros tecidos e a HDL (lipoproteina de alta densidade) transporta o excesso
de colesterol dos tecidos de volta para o figado. No figado o colesterol é degrado
podendo ser empregado na sintese de sais biliares, horménios sexuais,
corticosterdides e vitamina D, ou eliminado nas fezes (CHENG et al., 1996; VIEIRA
et al., 1995).

O fato de nesse estudo nao se ter percebido diferenca entre o percentual de
lipidios excretados nos grupos controle (com e sem colesterol), mesmo com a
insercdo de uma dieta hipercolesterolémica, pode ser devido a uma maior
quantidade de colesterol retida no figado dos animais do grupo colesterol, ndo
sendo eliminada nas fezes. Tal situagcdo pode ser elucidada através da andlise
visual dos figados (Fig. 3.4) onde se verifica elevado grau de esteatose hepatica

nos animais hipercolesterolémicos.
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Figura 3.4 — Coloracdo do figado de hamsters
submetidos a diferentes dietas durante
98 dias: a) racao comercial sem
colesterol (grupo Controle) e b) racao
comercial acrescida de 0,1% de
colesterol (grupo C).

3.5 Avaliacao da gordura corporal
Os resultados da avaliagdo do teor de gordura corporal em hamsters

submetidos a diferentes dietas experimentais durante 98 dias encontram-se
descritos na tab. 3.6.

Tabela 3.6 — Teor de gordura corporal (g) em hamsters submetidos a diferentes
dietas experimentais durante 98 dias

DIETAS** Gordura corporal*
Controle 3,54+0,54°
B 4,70+1,26°
C 3,54+0,72°
CB 5,12+1,97°

Os valores representam as médias de 7 repeticdes + desvio padrao;

Letras distintas na mesma coluna indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey, em nivel de 5%
de probabilidade (p<0,05);

*Gordura corporal: soma das gorduras mesentérica, renal e inguinal;

**Controle: racao comercial acrescida de 0,3% de bitartarato de colina; B: racdo comercial acrescida
de 0,3% de bitartarato de colina + 5mL de néctar de amora-preta; C: ragdo comercial acrescida de
0,3% de bitartarato de colina e 0,1% de colesterol; CB: ragdo comercial acrescida de 0,3% de
bitartarato de colina e 0,1% de colesterol + 5mL de néctar de amora-preta.

O teor de gordura corporal dos animais nao variou estatisticamente (p<0,05),
nao havendo diferenga entre a quantidade de gordura formada nos grupos Controle
e Colesterol (C), predizendo que possivelmente o teor de colesterol acrescentado a
dieta (0,1%) nao tenha sido suficiente para promover acumulo de gordura mais
intenso naqueles animais que ingeriram a racao acrescida do composto. Entretanto,

mesmo nao significativos, os grupos que ingeriram o néctar de amora-preta (B e
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CB) apresentaram ligeiro maior acumulo de gordura no organismo, o que pode ter
ocorrido em funcdo do conteldo de agucar presente na bebida. No grupo CB
(colesterol + bebida) verifica-se que, além da bebida, a dieta hipercolesterolémica
pode também ter influenciado na quantidade de gordura formada, pois o teor da
mesma foi maior nesses animais quando comparados ao grupo B (racdo sem
colesterol + bebida). Paralelamente, os grupos que apresentaram maior teor de
gordura corporal (B e CB), foram aqueles que apresentaram também maior ganho

de peso durante o experimento (tab. 3.2).

Vechiatto e Paitner (2007) verificaram aumento no teor de gordura corporal
em ratos machos da raga Wistar alimentados com racdo comercial acrescentada de
30% de banha. O grupo alimentado com essa racao, apos 90 dias de experimento,
apresentou teor médio de gordura corporal de 29,15q, trés vezes mais que aquele
alimentado com racdo sem banha (9,51g). No trabalho desses autores os animais
com maior formagao de gordura corporal também foram aqueles com maior ganho
de peso. Hoffmann (2007), ao trabalhar com ratos Wistar machos submetidos a
dieta hiperlipidica (25% de gordura animal), observou resultados similares aos do
estudo de Vechiatto e Paitner (2007), onde os animais hiperlipidicos, apds 30 dias
de experimento, apresentaram um teor de gordura corporal 52% maior que 0s

normolipidicos.

Em relagdo ao organismo humano, a taxa de gordura corporal aceitavel é de
aproximadamente 20 a 26% do peso corpdreo, para o sexo feminino, e de 14 a 21%
para o sexo masculino (GUEDES e GUEDES, 1998), sendo que quando essas
taxas sao ultrapassadas o individuo passa a pertencer aos chamados grupos de
risco a saude com probabilidade de desenvolver doengas como diabetes,

hipertensao arterial, doencgas coronarianas e etc. (JUNIOR, 2006).

Neste estudo a taxa de gordura corporal nos animais do grupo Controle
(racao sem colesterol) foi de 3,57% do peso corpéreo; do grupo B (racdo sem
colesterol + bebida) de 4,24%; do grupo C (ragcdo com colesterol) de 3,48%; e do
grupo CB (racao com colesterol+ bebida) de 4,78% do peso corpbéreo. Embora os
dados ndo possam ser comparados equitativamente aqueles citados como
referéncia para humanos, verifica-se que, teoricamente, consideradas as diferencas

existentes entre o metabolismo dos mesmos, as taxas de gordura corporal
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estabelecida nos animais estudados ficaram abaixo da zona de risco. Assim, o
resultado indica que estes animais ndo estariam propensos ao desenvolvimento de

doencas como as citadas no paragrafo anterior.

Os valores de gordura mesentérica, inguinal e renal dos animais de cada

grupo experimental em relacao ao peso corporal dos mesmos, estdo na Fig. 3.5.

0,025+
0,02
0,015 O Gordura mesentérica
O Gordura renal
0,01+ W Gordura inguinal
<
0,005+
o Ll
Controle B C CB

Figura 3.5 — Peso (g) da gordura mesentérica, renal e inguinal em
relagdo ao peso corporal de hamsters submetidos a
diferentes dietas experimentais durante 98 dias.

*Controle: ragdo comercial acrescida de 0,3% de bitartarato de colina; B: ragao
comercial acrescida de 0,3% de bitartarato de colina + 5mL de néctar de amora-preta;
C: racao comercial acrescida de 0,3% de bitartarato de colina e 0,1% de colesterol; CB:
ragdo comercial acrescida de 0,3% de bitartarato de colina e 0,1% de colesterol + 5mL
de néctar de amora-preta.

A gordura mesentérica é a gordura circundante em torno do sistema
digestivo, enquanto que a gordura renal é aquela que circunda em volta dos rins
(BUENO et al., 2000). A gordura inguinal se forma na regido localizada entre a
ultima costela do animal e a coxa, abrangendo a parte inferior da regido abdominal
(GONCALVES et al., 2005).

Em relacdo aos tipos de gordura avaliados observa-se, através da Fig. 3.5,
que, em todos 0s grupos, a regido inguinal foi aquela com maior formagéo de

gordura, seguida da renal e mesentérica.
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Na tab. 3.7 estdo os dados das medidas antropométricas (comprimento,
circunferéncia do abdémen e peso) de hamsters submetidos a diferentes dietas,

apds 98 dias de experimento, empregadas no calculo do indice de Conicidade.

Tabela 3.7 — Medidas antropométricas e indice de Conicidade de hamsters
submetidos a diferentes dietas experimentais durante 98 dias

DIETAS* Comprimento  Circunferéncia Peso (KQ) Indice de
(m) do abdémen (m) Conicidade (C)
Controle 0,16%0,005 0,120,006 0,099+4,53 1,42+0,079%
B 0,16%0,010 0,130,006 0,110+18,81 1,41+0,052%
C 0,16%0,003 0,130,002 0,101£7,17 1,46+0,029%
CB 0,16+0,007 0,130,005 0,107+12,37 1,44+0,038%

Os valores representam as médias de 7 repeticoes + desvio padrao;

Letras distintas na mesma coluna indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey, em nivel de 5%
de probabilidade (p<0,05);

Comprimento: medida vértice-coccix;

*Controle: racdo comercial acrescida de 0,3% de bitartarato de colina; B: racdo comercial acrescida
de 0,3% de bitartarato de colina + 5mL de néctar de amora-preta; C: ragdo comercial acrescida de
0,3% de bitartarato de colina e 0,1% de colesterol; CB: racdo comercial acrescida de 0,3% de
bitartarato de colina e 0,1% de colesterol + 5mL de néctar de amora-preta.

A obesidade abdominal, definida pelo aumento de tecido adiposo na regiao
abdominal, é considerada um fator de risco para diversas doencas. O acumulo de
tecido adiposo na regido abdominal é reconhecido, principalmente, como fator de
risco para doencas cardiovasculares, diabetes e sindrome metabdlica. Assim,
estudos tém apontado a circunferéncia abdominal (CA) como a medida
antropométrica melhor correlacionada a quantidade de tecido adiposo no abdémen
(DAMASCENA; NETO; PEREIRA, 2008).

O indice de Conicidade, também conhecido como indice C, é uma estimativa
antropométrica que fornece informacoes sobre o perfil de distribuicdo da gordura
corporal. Baseia-se no pressuposto de que o perfil morfolégico do corpo humano, ao
apresentar maior concentracao de gordura na regidao central, apresenta um formato
parecido com um duplo cone com uma base comum, ao passo que, ao apresentar
menores quantidades de gordura na regiao central do corpo, apresenta aparéncia
similar a um cilindro (VALDEZ,1991). No seu célculo sdo envolvidas as variaveis
circunferéncia do abdémen e estatura corporal (comprimento), expressas em metros;

e peso em kilograma, conforme a Fig. 3.6:
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Circunfergncia-Cintura (m)

indice C = e li Peso Corporal (kg)

\ Estatura (m)

Figura 3.6 — Formula matematica para o calculo do indice de conicidade (indice C).
Fonte: PITANGA e LESSA, 2005, p.27.

A variacao do indice C é diferente para homens e mulheres. Segundo Pitanga
e Lessa (2005), para homens sao aceitaveis valores que variam entre 1,01 e 1,45, e
para mulheres valores entre 0,59 e 1,63. indice C dentro da faixa recomendada
indica baixo risco para o aparecimento e o desenvolvimento de disfuncbes
cardiovasculares e metabdlicas. Em contrapartida, valores acima das taxas
mencionadas servem como indicativo de risco para o0 aparecimento € o

desenvolvimento de disfuncdes cardiovasculares e metabdlicas.

De acordo com os resultados de indice C apresentados na tab. 3.7 verifica-se
nao haver diferenca estatistica (p<0,05) entre os diferentes grupos experimentais
avaliados nesse estudo. Considerando que nao existe ainda um parametro
estabelecido deste indice para animais, mas com base nos dados relatados no
paragrafo acima para humanos, mais especificamente para homens, percebe-se que
os hamsters desse estudo (todos machos) encontravam-se préximos as zonas de
risco para o desenvolvimento de doencas degenerativas, condicdo que, segundo o
indice C, caracteriza-se pela quantidade excessiva de gordura depositada no
abddémen.
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4 CONCLUSAO

O néctar de amora-preta apresentou efeito redutor sobre os niveis séricos de
triacilglicerideos, colesterol total e LDL-colesterol, ndo mostrando influencia sob as
concentragcdes de HDL em hamsters normo e hipercolesterolémicos. Do mesmo
modo, foi capaz de diminuir a iniciacdo das reacdoes de peroxidacao lipidica,
comprovando seu potencial antioxidante em sistemas in vivo. O produto ndo mostrou

interferéncia quanto a glicose sanguinea dos animais estudados.

Quanto as demais avaliagbes, o néctar promoveu aumento de peso nos
animais que o ingeriram e, a0 mesmo tempo, promoveu ligeiro aumento do teor de
gordura corporal. Entretanto, os mesmos animais ndo mostraram alteragbes de
comprimento e circunferéncia de abdémen quando comparados aqueles que nao
ingeriram o produto. Nao foi possivel verificar o efeito do néctar de amora-preta sob
os indices de esteatose hepatica, uma vez que o grau de lesdo causada no figado
dos animais do grupo racao com colesterol + bebida (CB) foi praticamente o mesmo

do grupo colesterol sem bebida (C).
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Pelotas, 07 de julho de 2008.

De: Prof. Dr. Francisco Augusto Burkert Del Pino

Pres. da Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA)

Para: Prof. Jorge Adolfo Silva

PARECER

A CEEA analisou o projeto de pesquisa intitulado “Atividade antioxidante in vitro e
in vivo de néctar de amora-preta (Rubus spp) Cv. Tupy” protocolo (01/08) e, é
FAVORAVEL a sua execucdo considerando ser o assunto pertinente e a

metodologia compativel com o objetivo proposto.

Atenciosamente

Prof. Francisco Augusto Burkert Del Pino
Presidente da CEEA



7 CONCLUSOES GERAIS

As caracteristicas fisico-quimicas e o potencial antioxidante do néctar de
amora-preta mantiveram-se praticamente estaveis ao longo dos 90 dias de
armazenamento congelado. As alteracdes mais expressivas acarretadas no néctar
ocorreram aos 75 dias de armazenamento, onde se observou um leve declinio nos
teores totais de compostos fendlicos, antocianinas e acido ascérbico. O trabalho
mostrou haver correlacdo significativa (p<0,05) entre as varidveis compostos
fendlicos totais, antocianinas totais e acido ascérbico com a atividade antioxidante
no néctar de amora-preta, evidenciando tendéncia a aumentar a atividade
antioxidante do mesmo conforme o aumento do teor dessas substancias. Pode-se
verificar também que a nao utilizacao de tratamento térmico (pasteurizacao) durante
a elaboragdo do néctar e a escolha do congelamento (-182C) como método de
conservacao, foram critérios adotados que implicaram em menores taxas de
degradacao das substancias bioativas presentes na fruta que originou o produto

(amora-preta).

O néctar de amora-preta foi capaz de interferir no perfil lipidico de hamsters
normo e hipercolesterolémicos, reduzindo as concentragbes de colesterol sérico,
LDL-colesterol e triacilglicerideos. O produto ndo influenciou nos teores de HDL e na
glicose sanguinea dos animais que o ingeriram; entretanto, esses mesmos animais
apresentaram menores indices de peroxidacao lipidica no sangue e nos 6rgaos, fato
que contribui para comprovar o potencial antioxidante do produto, ndo somente em
sistemas in vitro, como também in vivo. A ingestao do néctar promoveu ganho de
peso nos animais que o ingeriram, independente da dieta administrada; entretanto, a
dieta e a ingestdao do néctar ndo influenciaram no valor do coeficiente de eficiéncia
alimentar (CEA) dos animais estudados. As dietas hipercolesterolémicas, com e sem
a inclusdo do néctar, causaram aumento de peso no figado dos animais e o grau de
esteatose hepatica (1) foi praticamente o mesmo em ambos os grupos colesterol (C
e CB). Os animais que apresentaram maior excrecao de lipidios nas fezes foram

aqueles que receberam dieta sem colesterol e com néctar de amora.



