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RESUMO

Existe no Brasil, uma ascensao no cultivo e conhecimento de frutas exéticas, gerando
assim, empregabilidade e movimentagdo da economia. Além de, um crescente
interesse mundial no uso de produtos fitoterapicos. Como o combate de radicais livres
por compostos que possuem atividade antioxidante de forma natural. Além de,
produtos naturais capazes de combater doengcas como a diabetes. Ademais, a
diabetes mellitus tipo 2 € uma doenca que esta em crescimento no Brasil e no mundo.
Com isso, valida-se a pesquisa de produtos de fonte naturais que possam auxiliar no
seu tratamento. A Synsepalum dulcificum uma fruta exdtica do continente africano
conhecida também como a fruta do milagre, que pode apresentar compostos que
inibam a atividade de enzimas hidrolisantes de carboidratos, diminuindo a glicemia
pos-prandial e auxiliando assim, no tratamento da diabetes. Desta forma, este trabalho
teve como objetivo obter extratos hidroetandlicos da polpa e da semente de
Synsepalum dulcificum, caracterizar suas estruturas quimicas por espectroscopia no
infravermelho médio, avaliar sua capacidade antioxidante pelo método de DPPH e
analisar o efeito inibitério dos extratos sob a atividade da alfa amilase salivar humana
e pancreatica suina. Quanto a caracterizacdo dos extratos pelo método da
Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier, mostrou que existem
semelhangas entre as partes analisadas e singelas diferengas entre si, podendo
justificar as diferencas nos comportamentos dos testes subsequentes. Em relagéo a
capacidade antioxidante utilizando o DPPH como radical livre mostrou que tanto o
extrato da polpa quanto da semente pode atuar sequestrando este radical, porém
apenas os extratos da polpa conseguiram inibir mais de 50% da atividade oxidante
nas concentragdes testadas. A avaliagao in vitro da atividade das enzimas do grupo
das amilases, demonstrou que os extratos hidroetandlicos da polpa sdo capazes de
inibir mais de 50% da atividade das enzimas testadas, porém os extratos da semente
nao apresentaram inibicdo nas concentragdes testadas. Concluindo que a polpa da
fruta atingiu os indices desejados de inibicao testados para DPPH e as enzimas alfa-
amilases, com o método de extragao escolhido, porém, neste caso os extratos da
semente ndo conseguiram chegar aos resultados proximos da polpa. Demonstrando
que ha possibilidade de aplicagdo do extrato da polpa da fruta do milagre no
desenvolvimento de novos produtos, com alto valor agregado.

Palavras-chave: Synsepalum dulcificum; infravermelho; alfa-amilase; antioxidante.



ABSTRACT

There is in Brazil, arise in the cultivation and knowledge of exotic fruits, thus generating
employability and movement of the economy. In addition, a growing worldwide interest
in the use of herbal products. As the fight against free radicals by compounds that have
antioxidant activity in a natural way. In addition, natural products capable of fighting
diseases such as diabetes. In addition, type 2 diabetes mellitus is a disease that is
growing in Brazil and worldwide. This validates the research of natural source products
that can help in their treatment. Synsepalum dulcificum is an exotic fruit from the
African continent also known as the miracle fruit, which can present compounds that
inhibit the activity of carbohydrate hydrolyzing enzymes, reducing postprandial
glycemia and thus assisting in the treatment of diabetes. Thus, this work aimed to
obtain hydroethanolic extracts of the pulp and seed of Synsepalum dulcificum, to
characterize its chemical structures by spectroscopy in the mid-infrared, to evaluate its
antioxidant capacity by the DPPH method, and to analyze the inhibitory effect of
extracts under the activity of human salivary alpha-amylase and porcine pancreatic.
Regarding the characterization of the extracts by the Fourier Transform Infrared
Spectroscopy method, it was shown that there are similarities between the analyzed
parts and simple differences between them, which may justify the differences in the
behaviors of the subsequent tests. Regarding the antioxidant capacity using the DPPH
as a free radical showed both the pulp extract and the seed can act sequestering this
radical, but only the pulp extracts were able to inhibit more than 50% of the oxidant
activity in the concentrations tested. The in vitro evaluation of the enzyme activity of
the amylase group demonstrated that the hydroethanolic extracts of the pulp are able
to inhibit more than 50% of the activity of the enzymes tested, but the extracts of the
seed did not present inhibition at the concentrations tested. Concluding that the fruit
pulp reached the desired levels of inhibition tested for DPPH and alpha-amylase
enzymes, with the chosen extraction method, however, in this case, the seed extracts
could not reach the results close to the pulp. Demonstrating that there is the possibility
of application of miracle fruit pulp extract in the development of new products, with high
added value.

Keywords: Synsepalum dulcificum; infrared; alpha-amylase; antioxidant.
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1 INTRODUGAO

As frutas exdticas, de acordo com o ponto de vista bioldgico, sdo aquelas que
apresentam caracteristicas distintas das demais frutas como sabor, formato ou cor
(WATANABE; OLIVEIRA, 2014). Nas Centrais de Abastecimento de todo o pais
(CEASAs) sdo denominadas como frutas exdticas as quais que, além de possuir suas
caracteristicas peculiares as que detém um menor fluxo de venda em volume anual
(WATANABE; OLIVEIRA, 2014). No estado de Sao Paulo, o consumo e producgéo de
frutos exdticos tem ganhado espago nos ultimos anos. Esse grupo de frutas tém
gerado rentabilidade e empregabilidade no campo, estando frequentemente inseridas
nos costumes dos brasileiros (ABRAFRUTAS, 2020). Ha um volumoso grupo de frutas
exoticas com grande valia nutricional e com alta palatabilidade, porém, ndo € de
conhecimento da maioria da populagao brasileira (ABRACEN, 2015).

Portanto, a Synsepalum dulcificum, conhecida como fruta do milagre, pode
ser considerada exotica, uma vez que suas caracteristicas se encaixam nas definigdes
apresentadas acima, cuja polpa possui uma proteina distinta nomeada de miraculina,
a qual ndo é doce por si sO, no entanto, quando exposta a alimentos citricos ou azedos
na lingua humana, promove uma sensagdo de dogura por um tempo limitado
(KINGHORN; CHIN; PAN, 2010). Pertencente a familia Sapotaceae, o arbusto
Synsepalum dulcificum é oriundo do oeste do continente Africano (CRIA, 2022).

De acordo com Akinmoladun et al. (2020) todas as partes da S. dulcificum
apresentam a capacidade auxiliar no controle de diversas doengas, possuindo
diferentes usos na medicina tradicional de seu continente de origem, como ressaltam
Huang et al. (2020) com sua pesquisa sobre a atividade redutora de colesterol,
ademais Jeremiah, llesanmi e Ige (2015) avaliaram o potencial anticonvulsivante dos
extratos do fruto, além de Del Campo, Zhang e Wakeford (2017) que estudaram a
melhora mensuravel da quebra de cabelo em mulheres com cabelos danificados,
comprovando o estudo de Akinmoladun et al. (2020).

Plantas medicinais estao presentes na histéria das civilizagdes, onde os povos
detinham o conhecimento de plantas que auxiliavam na cura e tratamento de algumas
doencas (FERREIRA et al.,, 2019). A partir do manejo de tais plantas, surgiu a
necessidade de estudos aprofundados para comprovacgao de efetividade, o que vem
sendo realizado em larga escala atualmente, auxiliando na promo¢ao de uma

diversificacdo econdmica e sustentavel das comunidades, através da produgcdo de
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produtos fitoterapicos (BEJARANO et al., 2020). Diante do exposto, € possivel apontar
o crescente interesse por estes produtos na industria, promovendo o desenvolvimento
de protétipos de farmacos que utilizam como matéria-prima, principalmente fontes
vegetais (MOURA, 2008).

De acordo com estimativas da Federagao Internacional da Diabetes (2013),
no ano de 2035 o Brasil tera em torno de 19,2 milhdes de diabéticos. No entanto, em
2019 um estudo realizado pelo IDF mostrou que o Brasil esta com 16,8 milhdes de
diabéticos na mesma faixa etaria (20-79 anos de idade), podendo até passar em
quantidade a projecao de 2035 antes do periodo estimado. O controle da diabetes
mellitus tipo 2 e obesidade pode ser feito pelo uso de compostos bioativos extraidos
de fontes vegetais que inibem fungdes em enzimas do grupo das amilases, as quais
sdo responsaveis pela degradacdo do amido na dieta humana (MOURA, 2008).

Pelo fato de a diabetes ser uma doenca que esta em ascensao no Brasil € no
mundo, faz com que cientistas promovam estudos em recursos de fontes naturais
podendo conter compostos bioativos capazes de combater a diabetes, como € o caso
da acarbose, um pseudo-tetrassacarideo, proveniente de um produto microbiano
natural derivado de culturas da cepa Actinoplanes SE 50 (TUPAS et al., 2020).
Estudos in vivo realizados por Haddad et al. (2020) avaliaram se o fruto S. dulcificum
possui algum potencial anti-hiperglicémico quando aplicados extratos em diferentes
concentragbes em ratos com diabetes induzida. Sunday et al. (2017) realizaram
estudos comprovando que extratos da folha da S. dulcificum inibem atividades da alfa-
amilase pancreatica suina. Além disso, Fazilah et al. (2019) realizaram também testes
com extratos da polpa, semente e folha da S. dulcificum concluindo que possuem
atividade inibitéria da alfa-amilase pancreatica e da alfa-glucosidase.

A S. dulcificum possui inumeras propriedades que podem ser utilizadas tanto
em medicamentos farmacoldgicos quanto em produtos na industria alimenticia, como
por exemplo a quantificacdo de antioxidantes presentes no fruto. Sendo os
antioxidantes responsaveis por prevenir o estresse oxidativo, agindo com um
mecanismo de oxirredugdo, atuando como agentes redutores (RICE-EVANS;
MILLER; PAGANGA, 1997).

Desse modo, justifica-se a pesquisa pela importancia e potencial uso do
arbusto como uma alternativa tanto na industria alimenticia, quanto na industria
farmacéutica, tendo em vista o aumento na busca por produtos naturais e

fitoterapicos, utilizando-os para o desenvolvimento de protétipos de farmacos
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conforme citado acima. A fim de explorar este potencial, o estudo tem por objetivo
obter extratos a da polpa e semente do fruto do arbusto, caracterizar tais extratos,
analisar sua capacidade antioxidante e por fim, avaliar o efeito in vitro sob a atividade

de enzimas alfa-amilase pancreatica suina e salivar humana.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a bioatividade do extrato hidroetandlico da polpa e da semente do fruto
Synsepalum dulcificum sob a atividade de enzimas hidrolisantes de carboidratos e sua

capacidade antioxidante.

1.1.2 Objetivos especificos

Obter extratos hidroetandlicos da semente e da polpa do fruto Synsepalum
dulcificum;
Calcular o rendimento de extracao;
Caracterizar os extratos obtidos através da Espectroscopia no Infravermelho
por Transformada de Fourier (FTIR);
Avaliar a capacidade antioxidante dos extratos utilizando o método de DPPH;
Analisar o efeito dos extratos sob a atividade enziméatica in vitro da alfa-

amilase salivar humana e pancreatica suina.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Synsepalum dulcificum

O arbusto Synsepalum dulcificum possui uma alta densidade de folhas e

galhos, chegando a medir dentre 1,5 metros até 4,5 metros (Figura 1).

Figura 1- Arbusto adulto Synsepalum dulcificum
b i

Fonte: LE BELLEC, F.; LE BELLEC, Valérie. A la découverture des fruits des
Antilles. PLB Editions, 32 ed. 2004, p. 128.

De dezembro a junho a planta produz frutos vermelhos quando maduros, os
quais possuem entre 1 até 2 centimetros de comprimento (INGLETT et al., 1965),
sendo o fruto maduro composto de uma camada fina de casca de coloragao
avermelhada (epicarpo), uma camada de polpa de coloragdo esbranqui¢cada
(mesocarpo), uma capa de coloragéo escura (endocarpo) e uma grande semente no

centro (Figura 2).
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Figura 2- Fruta dissecada, A) epicarpo; B) mesocarpo; C) endocarpo; D) semente.

A B C D

Q00

Fonte: Autoria prépria (2022)

2.2 Compostos fendlicos e atividade antioxidante

Os radicais livres promovem oxidacdes que sido benéficas, que liberam
energia podendo matar agentes infecciosos como algumas bactérias. Porém em
excesso, produzem oxidagdes prejudiciais, podendo causar danos em membranas
celulares ocasionando morte celular. Na natureza, eles sdo altamente téxicos, o seu
acumulo pode destruir macromoléculas como proteinas, lipideos até moléculas do
DNA, causando estresse oxidativo severo (SHARMA; GUPTA; SHARMA, 2018). Para
combater estes radicais livres se faz necessario diminuir a quantidade de oxidacoes
que podem ocorrer, para isto os compostos que inibem estas reacdes oxidativas sao
chamados de antioxidantes.

Em industrias alimenticias os antioxidantes sdo muito usados em sorvetes,
leite em po, produtos de cacau, conservas de carne, cerveja, margarina, refrigerantes,
farinhas, dleos e gorduras em geral. Sendo aplicados majoritariamente em sua forma
sintética, por possuirem maior estabilidade, serem mais econémicos e interferir menos
nas caracteristicas sensoriais dos produtos (FERNANDES; OLIVEIRA; SANTOS,
2019). Porém, o Centro de Pesquisa em Alimentos e a Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da USP aponta que os antioxidantes sintéticos sao potencialmente
carcinogénicos ao serem consumidos em elevada dose (FORC, 2019). Ressaltando
assim, a importancia de estudos que comprovem a capacidade antioxidante de fontes
naturais.

Foram caracterizados compostos fendlicos, flavonoides e atividade
antioxidante na polpa, semente e casca do fruto por Inglett e Diejun (2011), em seus
estudos o conteudo de compostos fendlicos foi discutido pelo método de FCR (Folin-
Ciocalteu Reagent), grupo dos flavonoides com a metodologia descrita por Hung e
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Morita (2008) e as atividades antioxidantes utilizando a metodologia DPPH (2-
diphenyl-1-picryl-hydrazyl), sendo aplicados na casca, polpa e na semente da
Synsepalum dulcificum.

Inglett e Diejun (2011) ressalta que, tendo em vista os bons resultados
aferidos com as pesquisas, a Fruta do Milagre pode trazer beneficios para a saude.
Porém, ndo somente o fruto apresenta compostos fendlicos e flavonoides, como
também a folha do arbusto (Figura 3), que além de capacidade antioxidante, contém
conteudo mineral de potencial benéfico para a saude, conforme apontam os estudos
de Obafemi et al. (2017).

Figura 3 - Folha do arbusto adulto, aproximadamente 14cm.

[ffmT OO OO OOE AT [I1H{I11 |
e T

Fonte: Autoria prépria (2021)

Existem metodologias complementares, como a espectroscopia por
transformada de Fourier, uma técnica capaz de gerar dados qualitativos de espécies
moleculares de todos os tipos (MEDEIROS, 2009). Com este tipo de analise,
possibilita-se interpretar quais tipos de grupos funcionais organicos e inorganicos
estao presentes na amostra.

A espectroscopia analisa a interagao entre as radiagdes eletromagnéticas e a
matéria. Quando é emitida uma energia eletromagnética provoca uma variagao do
movimento do dipolo elétrico e a molécula se agita, criando uma diferenca entre a
radiacao emitida e a radiagdo absorvida pelo composto, originando-se o espectro
(CONCEICAO, 2018). Deste modo, podendo ser utilizado em diferentes extratos da
Synsepalum dulcificum para caracterizar quais grupos funcionais estao presentes nas

partes do fruto.
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As atividades fendlicas, flavonoides, vitaminas e os antioxidantes estao
presentes em inumeras outras plantas, enquanto a glicoproteina miraculina se mostra
uma caracteristica singular do fruto da Synsepalum dulcificum (INGLETT; DIEJUN,
2011). Ademais, esta glicoproteina impar da Fruta do Milagre (miraculina), atua no
que tange a percepgao de paladar, alterando o sentido do sabor do azedo para o doce,
quando em contato com a lingua humana.

Quanto ao consumo da fruta, verifica-se que esta ndo gera interferéncia
imediata aos sabores sentidos, além de possuir um sabor neutro. Apds consumi-la,
mantendo-a na boca por volta de 2-3 minutos, e posteriormente ingerir algum alimento
acido como o limdo ou um alimento processado como o vinagre, as propriedades da
fruta fazem com que tais alimentos se tornem doce. Este efeito dura em torno de uma
hora apds o consumo da fruta (MISAKA, 2013), porém vai se esvaindo com o passar
do tempo.

A miraculina € composta por 191 aminoacidos e algumas cadeias de
carboidratos (KINGHORN et al., 2010). A massa molecular da glicoproteina € de 24.6
kDa, sendo composto de 13,9% deste peso em acgucares apenas, sendo eles
glucosamina (31 %), manose (30 %), frutose (22 %), xilose (10 %) e por fim, a
galactose (7 %) (THEERASILP et al., 1988). A polpa da fruta € composta por cerca de
86,3 % de seu peso em carboidratos, 6 % de proteinas, gorduras totais 3,2 % e sua
glicoproteina, a miraculina, fica em torno de 2,5 % de seu peso total (EFSA, 2021).

De acordo com Misaka (2013), apos consumir a fruta, a miraculina se vincula
aos receptores do sabor doce da lingua humana (hT1R2-hT1R3), agindo como um
agonista toda vez que é ingerida alguma solugao de pH acido, excitando os receptores
de sensacao doce. Porém quando o pH da solugdo na lingua se neutraliza, a
miraculina age como antagonista, suprindo a ativagdo do receptor doce por outras
substancias que dao sabor doce.

Haddad et al. (2020) concluiram em seus estudos que a Fruta do Milagre pode
ser usada como substituto do agucar quando combinado com varios alimentos e
bebidas acidas. Este estudo também consta que o extrato feito com etanol da fruta
possui potencial antioxidante e atividade anti-hiperglicémica, especialmente quando o
extrato € administrado em altas doses. Deste modo, possuindo propriedades capazes

de minimizar os efeitos da diabetes mellitus.
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2.3 Diabetes mellitus e inibicao da alfa-amilase

A diabetes mellitus (DM) é um problema mundial de saude. Pessoas pré-
diabéticas possuem disturbios do metabolismo da glicose, porém nao preencheram
todos os diagndsticos da diabetes tipo 2, ademais € possivel que a pré-diabetes
evolua para a diabetes mellitus. Intervencdes dietéticas e terapias medicamentosas
podem ser uma alternativa para controlar as concentragdes de glicose no sangue,
reduzindo assim a incidéncia de DM e suas complicagbes (YUESHENG et al., 2022).
Validando assim, o incentivo de pesquisas para buscar compostos que possam
diminuir os niveis de glicose no sangue, como inibidores de enzimas que sado
responsaveis pela ajuda na absor¢ao de carboidratos, os quais serao utilizados pelo
organismo como fonte de energia, como a glicose.

Sendo o amido uma grande fonte de carboidratos, sua digestao inicia-se na
mastigacédo, quando em contato com a saliva que possui a alfa-amilase, catalisa a
hidrolise de ligagdes glicosidicas internas do amido, fazendo com que o amido se
quebre em pequenas unidades que possam ser absorvidas pelo organismo. Porém, o
amido que nao fora hidrolisado na mastigagéo € transportado ao intestino delgado
onde a alfa-amilase pancreatica entra em acao para findar o processo de quebra do
polissacarideo (MOURA, 2008).

Com isso, é utilizado compostos que inibem a funcionalidade da alfa-amilase
para o auxilio da diminui¢ao dos indicies glicémicos no sangue. O primeiro composto
inibidor da alfa-glucosidase (uma enzima pertencente a familia das alfa-amilases) foi
a acarbose, exercendo sua funcionalidade no trato gastrointestinal do paciente
(CONIFF; KROL A, 1997). Viabilizando assim estudos para validar outros compostos

também capazes de inibir esta agao enzimatica.
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3 METODOLOGIAS
3.1 Materiais

Os arbustos foram adquiridos no CEASA Bauru-SP e os frutos foram colhidos
e congelados em um freezer convencional (-17 °C, Brastemp). Para a analise de
Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) foi utilizado
brometo de potassio (KBr, grau espectroscopico, Sigma Aldrich). Na determinagdo da
capacidade antioxidante dos compostos extraidos do fruto e semente foi utilizado
DPPH (2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl, Sigma-Aldrich) e metanol (Dinamica). No caso
das enzimas hidrolisantes de carboidratos, foram utilizadas a enzima salivar humana
(Tipo IXA, 87,5 unidades/mg de solido, Sigma-Aldrich) e enzima pancreatica de
origem suina (Tipo VI-B, 10 unidades/mg de solido, Sigma-Aldrich), amido de batata
(Sigma-Aldrich), tartarato de sodio (Alphatec), hidroxido de soédio (Isofar), acido
dinitrosalicilico (Inlab), cloreto de célcio (Prochemicals) e fosfato de sédio (Vetec) para

a avaliagao do potencial de inibicdo dos extratos.

3.2 Métodos

3.2.1 Obtencao dos extratos da Synsepalum dulcificum

A fruta que estava armazenada congelada foi separada em polpa e semente.
Para o preparo do extrato hidroetandlico foi utilizada a metodologia apresentada por
Oliveira et al. (2021), com altera¢cdes. Ambas as partes foram secas em uma estufa
com circulagao de ar (SOLAB) por 12h a 35 °C. Apods esta etapa, as partes secas da
fruta foram trituradas em um moinho de facas (SOLAB). Com isso, tanto para a
semente quanto para a polpa utilizou-se uma proporg¢ao de 1:12,5 do peso da amostra
para solvente, sendo o solvente uma solug¢ao de 80% de etanol (98%, SYNTH) e 20%
agua deionizada.

Apds o preparo das solugdes, a mistura foi agitada em ultraturrax (Marconi-
SA) a 12.000 rpm por 15 minutos. Em seguida, a solugéo foi filtrada a vacuo (bomba
a vacuo, TECNAL) e rota-evaporada (rotaevaporador, SOLAB) até atingir a
evaporagao completa do etanol e entdo, o produto deste processo foi congelado. Por
fim, para obtencao dos extratos secos da semente e da polpa, o produto congelado

foi liofilizado por 4 dias.
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3.2.2 Calculo do rendimento

Para os calculos dos rendimentos dos extratos liofilizados da semente e polpa
da Synsepalum dulcificum, foram pesados a polpa umida e a semente Umida para ser
considerado como massa inicial (mi). Apds todo o processo da obtengéo dos extratos
liofilizados foram anotadas as massas dos mesmos (mr) e calculado o rendimento de

extracao, por meio da Equagéao 1:

Rendimento (%) = (:L—f) * 100 (1)

3.2.3 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Para a determinagao das caracteristicas moleculares dos extratos realizou-se
0 ensaio de Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR).
Para isto, com o auxilio de um pistilo e um almofariz, cerca de 10 mg de cada amostra
foram ftrituradas juntamente com 0,2 g de brometo de potassio (KBr, grau
espectroscopico, Sigma Aldrich) para a formagéao da pastilha, possibilitando a analise.
As pastilhas foram produzidas em um pastilhador submetido a 7 kgf/cm? de presséo
em prensa hidraulica (Bovenau, P15 ST). A leitura dos espectros foi realizada em um
espectrofotobmetro de Infravermelho com Transformada de Fourier (IR AFFINITY-1,
Shimadzu), na faixa de 4000 a 500 cm' de comprimento de onda, utilizando 32
acumulagdes e resolugdo de 4 cm'. As bandas foram normalizadas para comparagao

dos espectros. Os graficos foram plotados através do software Origin 2017 .
3.2.4 Analise da capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante foi realizada de acordo com a metodologia de
Brand Williams, Cuvelier e Berset (1995), com algumas modificagdes, sendo o DPPH
utilizado como radical livre. Para isso, 50 uL do extrato nas concentracdes iniciais de
10; 5; 1 e 0,5 mg.mL"" para a polpa, e para a semente em concentragdes de 45; 30;
15; 10; 5 e 1 mg.mL-! foram adicionados a 1950 uL de solugdo metandlica de DPPH
a 60 uymol.L"" em um tubo de ensaio. A mistura foi mantida no escuro por 30 minutos
e apos isso, a absorbancia foi lida em um espectrofotdmetro Uv-vis (Global-analyzer)

no comprimento de onda de 517 nm. Os resultados foram expressos por meio da
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concentracéo de extrato capaz de sequestrar 50% de radical livre da solugédo de DPPH
(ICs0).

3.2.5 Avaliagao in vitro da inibicdo das alfa-amilases (pancreatica suina e salivar

humana)

Para a avaliagao da inibigdo da alfa-amilase seguiu-se a metodologia descrita
por Silva et al. (2014). As enzimas foram solubilizadas em uma solugéo tampao de
fosfato (20 mM) e NaCl (6,7 mM) com pH ajustado para 6,9.

Os extratos da polpa e semente da Synsepalum dulcificum foram avaliados
como inibidores nas concentragdes finais de 10; 8,5; 5; 2,5 e 1 mg. mL-" solubilizados
em agua, e a reacao foi iniciada apds a adicdo da respectiva enzima (pancreatica
suina ou salivar humana). A concentragdo da enzima adicionada a cada sistema de
reagao, foi de 74 U.mL"'(Unidade de atividade enzimatica por mL).

Inicialmente, extratos (polpa e semente) em diferentes concentragdes foram
colocados em contato com a enzima por 15 minutos, em um banho com agitagao
(SOLAB) com temperatura de 37 °C e pH do meio controlado em 6,9. Em seguida, o
substrato da reacdo (amido de batata soluvel a 1%) foi adicionado na solugéo e a
reagcao mantida por 15 minutos a 37 °C. Por fim, a reacao foi cessada pela adicdo de
acido dinitrosalicilico (DNS) e inseridos em banho com agitagdo a 100 °C por 5 min.
Os agucares redutores produzidos pela hidrolise do amido foram medidos pelo método
de DNS no comprimento de onda de 540 nm (MILLER, 1959). Os resultados foram
expressos por meio do ICso0, (concentracao de extrato capaz de inibir 50% da atividade

enzimatica) calculados através do software Prisma.
3.2.6 Analises estatisticas

Foi utilizado para analises estatisticas o software Graph Pad Prism (verséo
9.0, Graph Pad, EUA), com analise de variancia (ANOVA). As médias dos resultados

foram comparados pelo teste de Tukey, com significancia de 5% (p valor < 0,05).



22

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Rendimento de extracao

Ao passar pelas etapas descritas na metodologia do preparo dos extratos,
obteve-se um rendimento de extracdo para a polpa de 5,6 % e de 6,9% para a
semente, sendo que a obtencao do extrato da semente apresentou um rendimento de
cerca de 1,3 % maior do que o extrato da polpa da fruta do milagre, devido a perdas

de agua associadas ao descongelamento da fruta.

4.2 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier dos extratos
da Synsepalum dulcificum

Com os resultados obtidos através da analise de FTIR é possivel observar na

Figura 4 que, ha uma similaridade entre os espectros dos extratos da semente e da

polpa. Possuindo apenas uma grande diferenga entre ele, sendo que o pico no

comprimento de onda de 1675 cm-'! para a polpa (linha preta) foi de alta intensidade,

enquanto para o extrato da semente (linha vermelha) foi de média intensidade.

Figura 4 - Espectros obtidos por Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de
Fourier dos extratos da polpa e da semente de Synsepalum dulcificum
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Fonte: Autoria prépria (2022)
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Resultados semelhantes sao apontados por Cheng et al. (2010), que em seus
extratos da fruta da Synsepalum dulcificum, apontaram picos em um comprimento de
onda préximos a 3300 cm™'. Assim como os resultados obtidos nos extratos
hidroetandlicos deste trabalho, que para ambas as partes da fruta apresentaram picos
em um comprimento de onda proximo ao que o autor pontua (3400 cm'), podendo,
segundo Cheng et al. (2010) representar o grupo funcional das hidroxilas (OH-), assim
como podemos confirmar na tabela de absorbéncia fornecida pela Sigma Aldrich
(2022). Outro ponto levantado por Cheng et al. (2010) foi um pico observado no
comprimento de onda no valor de 1750 cm ', podendo ser um estriamento do grupo
das carbonilas (C=0). Este grupo das carbonilas também esta presente de acordo
com as leituras realizadas no espectro da polpa da fruta (linha preta), podendo ser
observado no comprimento de onda de 1675 cm™', confirmando a existéncia deste
grupo funcional com a tabela de absorbancia da Sigma Aldrich (2022).

Corroborando com os resultados obtidos, estudos de Babatunde, Oladimeji e
Oguntuase (2019) observaram em seu extrato do 6leo da semente de Synsepalum
dulcificum leituras nas faixas de 3400 e 1735 cm™' que sdo representadas pelos grupos
funcionais ja citados, as hidroxilas e as carbonilas respectivamente. Porém, além
disso, estes autores notaram que no comprimento de onda de 1165 cm™ ha uma
absorbancia que pode representar ligagdes C-H, assim como pode ser observado na
Figura 4, tanto para a semente quanto para a polpa no comprimento de onda de
1070 cm™.

4.3 Atividade antioxidante da Synsepalum dulcificum

O radical livre DPPH apresenta cor violeta, quando reduzido para a forma
estavel DPPH-H ocorre uma alteracdo da cor, para amarelo, produzindo um
decréscimo de absorbancia na faixa de comprimento de onda de 515/517 nm (PIRES
et al., 2017). Os resultados da capacidade antioxidante obtidos para o extrato da

semente estio apresentados na Figura 5.
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Figura 5 - Capacidade antioxidante pelo método de DPPH do extrato da semente
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A maior concentracdo de extrato da semente (45 mg.mL") obteve-se uma
meédia de 36,5% de atividade antioxidante com um desvio de 2,81%, como ilustrado
na Figura 5. Inglett e Diejun, (2011) em seu estudo com o extrato da semente
utilizando 1mL de etanol 50% e 1mL de DPPH 200uM como solvente, ressalta que em
uma concentragdo de 10 mg.mL™" obteve-se 23% de atividade antioxidante, enquanto
que no presente estudo, para esta mesma concentragao obteve-se cerca de 10% de
capacidade antioxidante, essa diferenca pode ser justificada devido a diferengas de
obtencao dos extratos (sendo seu método de extracao direta, adicionando 1 mL de
etanol 50% e 1 mL de DPPH em 10 mg da amostra liofilizada e centrifugando esta
mistura), além das distingées de meio de cultivo e condi¢des climaticas em que o fruto
foi submetido durante sua producéo.

Ainda, pode-se observar que para este extrato nas concentragdes de 45; 30;
15;10; 5 e 1 mg.mL-", ndo foi observado uma capacidade de descoloragdo maior que
50%, por esta razao nao foi possivel realizar o calculo de ICso para este extrato, além
do mais, justifica-se que nao foi possivel aumentar a concentragéao inicial de extrato,
devido a saturagdo da solucdo, podendo acarretar em erros analiticos durante esta
analise.

Na Figura 6 sao apresentados os resultados da capacidade antioxidante dos

extratos da polpa da fruta.
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Figura 6- Capacidade antioxidante pelo método de DPPH do extrato da polpa
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Percebe-se que ambos os extratos, tanto da semente quanto da polpa
apresentaram um efeito antioxidante dependente da concentracdo (dose-
dependente), quanto maior a concentragédo de extrato maior o efeito antioxidante.

Resultados semelhantes foram obtidos por Inglett e Diejun (2011), com
extratos da polpa e semente em concentragées de 10 mg.mL", utilizando também o
DPPH como radical livre, o autor aponta que nestas condigdes, o extrato da polpa
apresentou uma atividade antioxidante de 72 %. Ainda, resultados obtidos por Haddad
et al. (2020), mostraram que os extratos aquosos da polpa da fruta apresentaram na
concentragéo de 10 mg.mL-"! valores de 68% de capacidade antioxidante pelo método
de DPPH. Os resultados obtidos no presente trabalho estdo em consonéncia com os
dados obtidas na literatura, j& que na concentragdo de 10 mg.mL" registrou-se uma
média de 66% de capacidade antioxidante para o extrato hidroetandlico da polpa da
fruta.

Ainda, é notdrio que o extrato da polpa apresentou maior capacidade
antioxidante pelo método de DPPH do que o extrato da semente, obtendo um valor
de ICso de 6,72 mg.mL™" (desvio padrdao de + 0,139). Isto ocorreu possivelmente,
devido a maior presenca de compostos antioxidantes na polpa do que na semente da
fruta, o que poderia ser confirmado em trabalhos futuros por meio de analises

cromatograficas para identificacdo dos compostos presentes em ambos os extratos.
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Ao comparar com os estudos de atividade antioxidante de Sunday et al.
(2017), nota-se que para a polpa o autor indica que a média do indice de ICso foi de
0,8 mg.mL-", resultado inferior ao obtido no presente trabalho. Porém, esta diferenca
pode ser justificada devido ao método de extracdo que consiste em diluir 15 g da
amostra seca em pé em 150 mL de metanol 100 % e apds isso, a solugéo foi

rotaevaporada e seca em spray-dryer.

4.4 Teste de inibicdo in vitro das enzimas alfa-amilase salivar humana e
pancreatica suina

Por sua vez, os extratos foram condicionados a testes in vitro com enzimas
pertencentes ao grupo das alfa-amilases, sendo elas a salivar humana e a pancreatica
suina.

O extrato da semente da fruta ndo apresentou inibicdo de ambas as enzimas
na concentragdo final de 10 mg.mL"", por esta raz&o, considerou-se que o extrato da
semente ndo atuou como inibidor das enzimas hidrolisantes de carboidratos, ja que
acima dessa concentragao considera-se inviavel a aplicagao de inibidores em testes
futuros, como testes em animais.

Porém, os extratos da polpa apresentaram resultados satisfatérios para as
analises de ICso (Tabela 1), tanto para a enzima salivar humana quanto para a enzima
pancreatica suina. A Figura 7 apresenta a porcentagem de inibicdo obtida para as
diferentes concentragdes de extrato da polpa frente a atividade da alfa-amilase salivar

(A) e pancreatica suina (B).
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Figura 7- Graficos da Inibigao (%) das enzimas alfa-amilases salivar (A) e pancreatica suina (B)
dos estratos da polpa da S. dulcificum em diferentes concentracoes
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Fonte: Autoria prépria (2022)

A Tabela 1 apresenta os valores de ICs0 do extrato da polpa para a alfa-

amilase salivar humana e pancreatica suina.

Tabela 1- Resultado do ICso do extrato da polpa da S. dulcificum para a enzima alfa-amilase
salivar humana e pancreatica suina

Extrato da polpa Alfa-amilase salivar humana Alfa-amilase pancreatica
suina
ICso Média (mg.mL™") £ desvio 5,832+ 0,154 2,63+ 0,0721
padrao

Resultados expressos em média + desvio padrdo; 2P letras diferentes na mesma coluna indicam
diferenca significativa pelo teste de Tukey.
Fonte: Autoria prépria (2022)

Por meio da Figura 7, percebe-se que o extrato da polpa da fruta atuou como
inibidor de ambas as enzimas, produzindo um efeito dose-dependente (quanto maior
a concentragdo, maior a inibigdo). Além do mais, € possivel notar que a enzima
pancreatica suina foi mais sensivel a presenga do extrato da polpa do que a alfa-
amilase salivar humana, sendo que o ICso para a alfa-amilase pancreatica foi cerca de
2,21 vezes menor do que da salivar humana.

Estudos de Fazilah et al. (2019), corroboram com os resultados obtidos, sendo
que em extratos da polpa nas concentragbes de 2,5, 5 e 10 mg.mL-"! para alfa-amilase

pancreatica suina apontam os seguintes indices de inibigdes 34,14; 39,02 e 59,76%.
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Quando comparados com os valores obtidos pelo estudo, é possivel notar que nas
mesmas concentragdes, o extrato hidroetandlico apresentou maior capacidade de
inibicdo, demonstrando que o método de extracdo escolhido foi eficiente para
obtencdo de compostos que pudessem apresentar efeito inibitério sob a atividade da
alfa amilase.

Ja em relagao aos valores de ICso das amilases, o estudo de Fazilah, et al.
(2019) corrobora com os dados obtidos, pois relata um ICso para alfa-amilase
pancredtica de 9.66 mg.mL-', cerca de 3.67 vezes maior do que o encontrado no
presente estudo, justificando que o uso da mistura de solventes (etanol e agua, 80:20)
pode ser mais eficaz na extragdo de compostos inibidores da alfa amilase.

Estudos de Sunday et al. (2017) comprovam que as folhas de S. dulcificum
também apresentam atividade inibitéria da alfa-amilase, assim como afirmam
Obafemi, Olaleye e Akinmoladun (2019). Comprovando assim que além da polpa, a
folha do arbusto também possui propriedades capazes de inibir a atividades das alfa-
amilases.

Estes resultados sugerem que o extrato da polpa da fruta do milagre pode ser
futuramente avaliado em sistemas in vivo, verificando por exemplo, o indice glicémico
de animais apds a ingestdo via gavagem de extrato da polpa em diferentes
concentragcdes, com o intuito de analisar o seu potencial para reduzir a glicemia pos

prandial e ser utilizado no tratamento de doencas como a diabetes.
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos foram de grande valia, pois com eles foi possivel
entender que apesar dos espectros analisados pela metodologia de FTIR serem
semelhantes para as partes do fruto analisadas, o extrato da polpa possui um pico
que nao pode ser observado com tanta intensidade na leitura da absorbancia da
semente, podendo assim, justificar a diferenga nos resultados obtidos nas demais
analises realizadas neste trabalho.

Uma vez que, os extratos da polpa apresentaram nas concentragdes testadas
valores significativos de atividade antioxidante. Conclui-se que apesar de inibir a
atividade oxidante do DPPH, para explorar o seu potencial como fonte de compostos
que podem inibir os radicais livres, € necessario a realizagdo de testes
complementares, com outros tipos de radicais.

Para o ensaio in vitro da inibigdo das enzimas alfa-amilase pancreatica suina
e salivar humana, os extratos da polpa apresentaram efeito satisfatério. Sendo que a
alfa-amilase pancreatica suina foi mais sensivel na presenca do extrato quando
comparada com a alfa-amilase salivar humana.

Quando falamos dos extratos da semente, ndo foi verificada inibicado da
atividade enzimatica. Assim, como a capacidade antioxidante deste extrato também
foi inferior ao do extrato da polpa. Abrindo assim, novas possibilidades de testes para
conseguir ampliar a aplicabilidade das sementes da Synsepalum dulcificum.

Desta forma, os extratos hidroetandlicos da polpa da Synsepalum dulcificum,
chegaram a niveis satisfatorios nos testes in vitro realizados com as enzimas testadas
e capacidade antioxidante pelo método de DPPH. Podendo assim, a partir dos
resultados deste trabalho, seguir com ensaios laboratoriais que possam corroborar
com esta pesquisa, com o intuito de aplicar estes extratos no desenvolvimento de

novos produtos.
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