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RESUMO

A ingestdo de frutas associa-se a uma alimentacdo saudavel, pois sdo importantes fontes de
nutrientes e de compostos fendlicos nas dietas alimentares. Dentre as frutas, as uvas (Vittis
sp) apresentam alto teor de compostos fendlicos, os quais apresentam diversos beneficios a
salde. Este estudo teve como objetivo detectar a atividade inibitdria de tripsina em extratos
de polpa e de sementes de trés variedades (Isabel, Italia e Rubi) de uva (Vitis vinifera L.).
Para tal foi realizada a deteccdo da presenca da atividade antitriptica, como também a
determinacdo do contetdo de compostos fendlicos e a dosagem de proteinas solUveis. A
partir desses testes foi detectada atividade inibitéria de tripsina em todos 0s extratos
analisados de uva verde (Italia), roxa (Isabel) e vermelha (Rubi) e, de acordo com o
contetido proteico e de compostos fenolicos, a atividade antitriptica se deve a presenca de
polifendis, uma vez que, em todos os extratos analisados, ndo foram quantificadas
proteinas sollveis. Ressalta-se que as uvas sdo importantes fontes de compostos fendlicos
e que os extratos das trés variedades estudadas apresentaram atividade inibitoria de
tripsina, entretanto, ndo ha relatos de trabalhos com evidéncias da associagcdo do seu
consumo com efeitos deletérios e, consequentemente, restricdes para seres humanos.
Sugere-se que estes inibidores, provavelmente, ndo proteicos e sim polifendis, na
quantidade e dose adequada devem estar muito mais relacionados a beneficios do que aos
efeitos adversos, comumente atribuidos a estes tipos de compostos.

PALAVRAS-CHAVE: Vitis vinifera L., Inibidor de tripsina, Proteinas.
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PHENOLIC COMPOUNDS AND ANTITRYPTIC ACTIVITY FROM
PULPLS AND SEEDS OF THREE VARIETIES OF GRAPES

ABSTRACT

The fruit intake is associated with a healthy diet because they are important sources of
nutrients and phenolic compounds in the diets. Among fruits, grapes (Vittis sp) have a high
content of phenolic compounds, which have many health benefits. This study aimed to
detect the trypsin inhibitory activity in extracts of pulp and seeds of three varieties (Italia,
Isabel and rubi) of grape (Vitis vinifera L.). Tests were conducted in order to detect the
presence of antitryptic activity, as well to determine the content of phenolic compounds
and dosage of soluble proteins. Trypsin inhibitory activity was detected in those tests and
in all assayed extracts, which were green grape (Italia), purple grape (Isabel) and red grape
(rubi). Also, according to the protein content of phenolic compounds, the antitryptic
activity occurs due to the presence of polyphenols, because, in all extracts tested, soluble
proteins were not quantified. It is noteworthy that grapes are an important source of
phenolic compounds and extracts of the three varieties studied showed trypsin inhibitory
activity, however, also that there is evidence of the association works with its consumption,
with deleterious effects and thus restrictions for humans. It is suggested that these
inhibitors, probably non-protein, but the polyphenols, and the appropriate dosage amount
must cause more benefits than hazards, related to adverse effects commonly allocated to
these types of compounds.

KEYWORDS: Vitis vinifera L., Trypsin inhibitor, Proteins.

COMPOSTOS FENOLICOS E ATIVIDADE ANTI-TRIPTICA EM TRES
VARIEDADE DE UVAS

INTRODUCAO

Alimentacdo saudavel, geralmente, associa-se ao consumo de frutas, verduras, legumes,
alimentos integrais e ao baixo consumo de lipidios, agUcares, sal, entre outros (BRASIL,
2006). Embasando estas associagdes, estudos recentes relacionam a ingestdo de frutas e
vegetais com propriedades antioxidantes e a diminui¢do do risco e desenvolvimento de
algumas doencas cronico-degenerativas (LIMA; MELO; LIMA, 2002; DEGASPARI;
WASZCZYNSKYJ, 2004; GARCIA-ALONSO et al., 2004; SILVA et al., 2004;
WICKLUND et al., 2005; KUSKOSKI et al., 2006; JARDINI et al., 2010). Dentre as
frutas, a uva (Vitis vinifera L.) é uma das mais cultivada no mundo, e representa um
componente essencial para a dieta e cultura mediterrdnea. Nos dltimos anos, tem se
tornado importante, também, na geracdo de emprego em grandes empreendimentos, que
produzem uvas de mesa e uvas para processamento, sendo a vitivinicultura uma atividade
importante para a sustentabilidade da pequena propriedade no Brasil (MELLO, 2012).

Além da importancia econdmica, os subprodutos do suco de uva, da producao de vinho e
as mais diversas variedades de uvas, por apresentarem a coloracdo verde, vermelha, roxa
ou azul, sdo consideradas uma das maiores fontes de compostos fendlicos quando
comparadas a outras frutas e vegetais, visto que sdo ricas em fitoquimicos, como 0s
flavondides (catequina, epicatequina, procianidinas e antocianinas), &cidos fendlicos e
resveratrol, os quais sdo pigmentos antioxidantes que, quando combinados, sao
responsaveis pela coloracdo da fruta (SHRIKHANDE, 2000; TORRES; BOBET, 2001;
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ORAK, 2007; SOARES et al., 2008; VEDANA et al., 2008; KOYAMA et al., 2012;
NOVAK et al., 2008; CORRALES et al., 2010).

Neste contexto, o consumo de frutas in natura vem aumentando na dieta das pessoas que
buscam maior valor nutritivo, efeitos terapéuticos e diferentes fitoquimicos (MAXCHEIX;
FLEURIET; BILLOT, 1990; ANJO, 2004; MELO et al., 2008).

No entanto, a uva, ao ser consumida in natura, comumente, é ingerida junto as suas
sementes e, mesmo diante dos inimeros beneficios a salde apresentados, especialmente
relacionados ao consumo da polpa, é imprescindivel também investigar a presenca de
inibidores enzimaticos nas suas sementes, tendo em vista a possibilidade de interferirem na
alegacdo de satde ou no aspecto nutritivo desta fruta, por conter moléculas e/ou compostos
com caracteristicas antinutricionais, isto é, que podem interferir na biodisponibilidade e/ou
digestibilidade de nutrientes.

Na literatura, encontram-se diversas evidéncias de que as sementes de leguminosas e frutas
e mesmo as suas polpas contém fatores antinutricionais inerentes ao proprio alimento
(XAVIER-FILHO, 1993; GUSTAFSSON; SANDBERG, 1995, UMMADI,
CHENOWETH; VEBEERSAX, 1995; ARAUJO et al., 2004), entre eles os inibidores de
proteases (tripsina e quimiotripsina), acido fitico, taninos que podem levar a uma
diminuicdo da qualidade nutricional, pelo fato de promover a baixa biodisponibilidade de
proteinas e aminoacidos, carboidratos, vitaminas e minerais, pela formagdo de complexos,
(VARGAS; BRASSANI; NAVARRETE, 1984; LUI, 1995; NAVES et al., 2010) por isso
a importancia de se estudar estes inibidores em frutas que sdo consumidas geralmente
integras, inclusive com as suas sementes.

Entretanto, diversos trabalhos vém sendo divulgados demonstrando também os efeitos
benéficos dos inibidores enzimaticos, os quais tém sido apresentados demonstrando
capacidade anticarcinogénica, anticoagulante, antidiabetes e reducdo de doencas
cardiovasculares, bem como na atuacdo anti-inflamatoria, antiproliferativa, além de outras
(KENNEDY, 1998; ZHANG et al., 1999; OLIVA et al., 2000; UUSIKU et al., 2010).

Ainda, diversos estudos mostram que o &cido fitico e os compostos fenolicos contribuem
beneficamente ao organismo humano, especialmente os flavondides (antoxantinas e
antocianinas) devido as suas func@es antioxidantes (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA,
2002; KUSKOSKI et al., 2006). Ainda dentre essas funcdes, merecem destaque a acao
anticarcinogénica e contribui¢do nutricional como sacietogénico, (WANG; MAZZA, 2002;
ROSS; KASUM, 2002; KATSUBE et al., 2003) na prevencdo de doengas cardiovasculares
e circulatorias, neurologicas (NESS; POWLES, 1997; ISHIGE; SCHUBERT; SAGARA,
2001; STOCLET et al.,, 2004), além de possuirem atividades anti-inflamatorias,
antialérgicas, antitrombdtica e antimicrobiana (SANCHEZ-MORENO, 2002).

Considerando que a uva é uma fruta bastante consumida e que existe a possibilidade de
haver inibidores enzimaticos em suas sementes ou até mesmo na sua polpa, é importante
investigar ndo sO as suas propriedades nutricionais, mas também detectar a presenca de
inibidor de tripsina que sdo singulares e que, mediante a utilizacdo de técnicas apropriadas,
podem inclusive ser de interesse na area biotecnologica.

MATERIAIS E METODOS
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Material bioldgico

As uvas das variedades lIsabel (roxa), Italia (verde) e Rubi (vermelha) foram obtidas
comercialmente na cidade de Natal-RN. Os experimentos foram desenvolvidos no
Laboratério de Quimica de Proteinas Bioativas Prof. Mauricio Pereira de Sales do
Departamento de Bioquimica da UFRN.

Preparo do extrato bruto de polpa e semente das frutas

As frutas foram descascadas e tiveram sua polpa e sementes extraidas manualmente. Cada
fruta constituiu polpa de fruta e semente. Para o preparo dos extratos bruto das variedades
de cada fruta, as sementes foram secas em estufa ventilada a 45 °C e, em seguida,
trituradas em moinho industrial resfriado (6 °C), a polpa de fruta foi trituradas em
liquidificador doméstico. Em seguida, elas foram pesadas e submetidas a extracdo, que
ocorreu em tampéo Tris-HCL 0,05 mM, pH 7,5, na proporcéo 1:10 (p/v) sob 3 horas de
agitacdo constante. Apos a agitacdo, foram centrifugadas a 4 °C durante 30 minutos na
freqUéncia de 8000 x g. Em seguida, a solucdo heterogénea obtida foi filtrada com auxilio
de funil e algod&o e o sobrenadante denominado extrato bruto soltvel.

Atividade inibitoria para tripsina

As atividades inibitorias de tripsina nos extratos das trés variedades de uva foram medidas
em triplicata e determinadas como descrito por Kakade, Simons e Liener (1969) com uso
do substrato BAPNA 0,0125 mM. O resultado foi mensurado por meio de leitura em
espectrofotdmetro a 410 nm e expressos em Ul (unidade de inibig&o) / 100 pL de extrato,
em que a unidade de inibicdo representa a diferenca entre a atividade enzimatica da enzima
(controle) e dos testes (extratos), sendo 1 Ul igual a 0,01 nm.

Avaliacdo dos compostos fendlicos totais

O conteudo de fendlicos totais foi medido em triplicata, usando o reagente Folin-
Ciocalteau e como padréo o acido galico (10 mg/mL), conforme o método de Swain e Hills
(1959). O 4cido galico foi diluido para 1 mg/mL e 0,1 mg/ml em bicarbonato de sédio a
20%. A curva analitica, desse modo, foi construida contendo 200, 100, 50, 20, 10, 1
ng.mL ™ de 4cido gélico. As leituras das absorbancias foram realizadas a 765 nm em
espectrofotdbmetro. Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido galico /
100 pL de extrato.

Dosagem de proteinas totais solGveis

Todas as determinacfes proteicas foram realizadas em triplicata pelo método de Bradford
(1976). As leituras das absorbancias foram realizadas a 595 nm em espectrofotémetro. Os
resultados foram expressos em pg de proteinas soluveis/pL de extrato.

Analise estatistica

Os dados foram tabulados e analisados por meio de estatistica descritiva usando medidas
de tendéncia central e de dispersdo (desvio padrdo) utilizando o programa Microsoft
Excel®, versdo XP.
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RESULTADOS
Atividade inibitoria para tripsina

Os resultados das atividades inibitdrias de tripsina dos extratos de polpa de uva verde, uva
roxa e uva vermelha, revelaram que tanto as uvas verdes quanto as roxas apresentaram
maior atividade inibitdria de tripsina comparada as uvas vermelhas. Os extratos de semente
também apresentaram atividade antitriptica, como pode ser observado nos Gréficos 1 e 2,
respectivamente.

Graéfico 1: Atividade inibitoria de tripsina do extrato bruto soltvel de polpa de uvas
das variedades Isabel (roxa), Italia (verde) e Rubi (vermelha). Os dados sdo expressos
em Ul (unidade de inibicdo) / 100 puL de extrato e apresentados como média + desvio
padréo.
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Grafico 2: Atividade inibitoria de tripsina do extrato bruto soltvel de sementes de
uvas das variedades Isabel (roxa), Italia (verde) e Rubi (vermelha). Os dados sao
expressos em Ul (unidade de inibig¢do) / 100 pL de extrato e apresentados como média
+ desvio padréao.
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Avaliacao dos compostos fendlicos totais

Os resultados de compostos fendlicos dos seis extratos de polpa e semente de uva
vermelha, verde e roxa mostraram que o extrato de polpa da uva vermelha possui a maior
quantidade de compostos fendlicos, conforme apresenta os Graficos 3 e 4,
respectivamente.

Grafico 3: Contetdo de compostos fendlicos do extrato bruto soltvel de polpa de uvas
das variedades Isabel (roxa), Italia (verde) e Rubi (vermelha). Os resultados sdo
expressos como equivalentes de miligramas de acido galico/100 pl e apresentados

como média + desvio padrdo.
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Gréfico 4: Conteudo de compostos fendlicos do extrato bruto soltvel de sementes de
uvas das variedades Isabel (roxa), Italia (verde) e Rubi (vermelha). Os resultados sdo
expressos como equivalentes de miligramas de acido galico/100pul de extrato e
apresentados como média + desvio padrao.

0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
03
0,2 -
0,1 -

0 -

Uvaverde Semente Uvaroxa Semente Uvavermelha semente
FRUTAS

mg de acido galico/100 pl de extrato

Revista Brasileira de Inovacao Tecnoldgica em Salde, On-Line, Desde 2010. 44



CARVALHO, DANTAS, BEZERRA, MACHADO, SANTOS, MORAIS (2014)

Dosagem de proteinas totais solGveis

Os resultados referentes a dosagem de proteinas, ou seja, a quantidade de proteinas
sollveis para todos os extratos de polpa e semente de uva demonstra que a quantidade de
proteinas sollveis é insignificante para os seis extratos analisados.

DISCUSSAO

Os inibidores de proteases tanto podem ser do tipo proteico quanto do tipo fendlico e
interferem na atividade de sistemas enzimaticos inibindo proteases (SINGH,;
KRIKORIAN, 1982; AW; SWANSON, 1985; BODE; HUBER, 1992). Os inibidores de
proteases que diminuem ou cessam a atividade de enzimas proteoliticas, em polpa de
frutas, frutos, sementes e plantas tém sido detectados, isolados e purificados (XAVIER-
FILHO, 1993; ARAUJO et al., 2004; HAQ; ATIF; KHAN, 2005; SANTOS et al., 2012).
Além dos inibidores proteicos, 0s compostos, destacando entre varios, os taninos e 0s
fitatos também atuam como inibidores enziméaticos (AW; SWANSON, 1985;
GUSTAFSSON; SANDBERG, 1995). Vale ressaltar que as frutas e, dentre elas as uvas,
sdo ricas fontes de compostos fenodlicos (ORAK, 2007; CORRALES et al., 2010).

Quanto a atividade inibitoria de tripsina, pode-se constatar que, em todos os extratos de
uva verde, roxa e vermelha, foram detectadas inibicdo de tripsina. Ainda, no estudo em
questdo, foi constatada a presenca de compostos fenolicos nos extratos analisados, no
entanto, ao ser realizada a quantificacdo proteica, foi visto que, nos extratos, ndo foi
verificada a presenca de proteinas solUveis, sendo, portanto, descartada a possibilidade da
atividade inibitoria detectada, nos extratos de frutas estudados, devido a algum inibidor do
tipo proteico.

Corroborando com esta afirmacao em outros estudos, com extratos de polifendis de peras,
cacau e lentilhas, foi verificada a inibicdo da enzima tripsina. No entanto a composicéo
fenolica ndo foi elucidada, supondo-se que teriam, nestes extratos, proantocianidinas ou
taninos condensados (QUESADA et al., 1996). Outros estudos somam-se a este também
revelando a acdo inibitéria de compostos, tais como os fitatos e os taninos (AW,
SWANSON, 1985; GUSTAFSSON; SANDBERG, 1995; SILVA; SILVA, 1999).

Em uvas, o estudo realizado por Goncalves (2007) revela que, em grainha da uva e em
vinhos de mesa, houve atividade inibitoria de tripsina causada pelos compostos bioativos,
e, no que diz respeito aos sumos da fruta, verificou-se uma relacéo direta entre o contetdo
de fenois totais e a inibi¢do enzimatica.

Nos extratos das uvas estudados, observa-se que, apesar de 0s extratos das sementes
possuirem uma quantidade elevada de compostos fendlicos, comparada aos extratos de
polpa, tanto os extratos de polpa como os de sementes apresentaram atividades inibitdrias
semelhantes. Os fendis poliméricos, que estdo mais relacionados com a inibigdo de
enzimas, como a tripsina, sdo especialmente o tanino e o acido fitico e estando presentes
tanto nas polpas quanto nas sementes (SALUNKHE et al., 1982; GOMEZ-CORDOVES;
GONZALEZ-SANJOSE, 1995; SILVA; SILVA, 1999). Sendo assim, ao levar em
consideracdo que essas frutas sdo ricas em compostos fenolicos, mas que apresentam tipos
e concentracOes diferentes dependendo da localizagdo nas diferentes partes da fruta, na
polpa, mesmo predominado compostos fendlicos que ndo se relacionam com a atividade
inibitdria enzimatica, pode haver além dos taninos ou fitatos que se relacionam muito bem
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com a propriedade inibitéria (NAVES et al., 2010), os compostos fenolicos de plantas, tais
como antocianinas, bioflavondides e catequinas, presentes especialmente nas uvas roxas e
vermelhas, que também podem inibir a atividade de enzimas digestivas como a alfa-
amilase, tripsina, quimotripsina e lipase (SALUNKHE et al., 1982). Dessa forma, torna-se
necessario identificar os compostos presentes nos extratos de uva verde, roxa e vermelha
para poder afirmar qual é o responsavel pela inibigéo.

Nos alimentos, sob condigBes naturais, o &cido fitico encontra-se carregado negativamente,
0 que lhe confere alto potencial para se complexar com moléculas carregadas
positivamente como cétions e proteinas (CHERYAN, 1980; SILVA; SILVA, 1999).
Ainda, segundo Cheryan (1980), no caso das proteinas, o acido fitico pode formar
complexos em pH &cido ou alcalino, desde que, as proteinas estejam abaixo ou acima do
pH isoelétrico.

Neste estudo, os extratos e as atividades inibitdrias foram obtidos e detectadas em pH 7,5,
0 que pode ter favorecido a formagdo dos complexos. Muitos desses complexos séo
insoluveis e biologicamente indisponiveis para seres humanos em condicGes fisioldgicas
normais (SILVA; SILVA, 1999).

Visto que as uvas sdo importantes fontes de compostos fendlicos e que os extratos das trés
variedades estudadas apresentaram atividade inibitoria de tripsina, € importante ressaltar
que o consumo desta fruta é totalmente recomendado, gracas exatamente a presenca dos
compostos fendlicos e as atividades benéficas a eles atribuidas. Ademais, por ndo existirem
trabalhos com evidéncias da associacdo do seu consumo aos efeitos deletérios em seres
humanos, este estudo revela dados que podem contribuir, possivelmente, ainda mais com a
alegacdo de saude desta fruta, uma vez que existem, atualmente, diversos estudos sobre
medicamentos que inibem enzimas proteoliticas, e tem sido desenvolvida uma série de
inibidores enzimaticos aplicados em estudos in vitro e em animais relacionados a efeitos
benéficos a saude. No entanto, se faz necessario, para a determinacdo de um consumo
saudavel, investigar os possiveis efeitos maléficos correlacionando-os com doses e
frequéncia de consumo.

CONCLUSOES

Diante desse contexto, sabe-se que as uvas sao importantes fontes de compostos fendlicos
e estes podem atuar como inibidor de tripsina. Como ndo foi possivel quantificar proteinas
solGveis nos extratos estudados, e diante do conteudo de compostos fenolicos presente
nestes mesmos extratos, evidencia-se que os inibidores de tripsina detectados nas uvas
provavelmente nédo sdo proteinas e sim polifenois. Detectar a existéncia desses compostos
com atividades biolégicas em frutas, nesse caso inibindo enzimas, além de serem
apontados como possiveis novos bioprodutos a serem usados como bioinseticidas,
biofungicidas, bactericidas e também como biofarmacos, destaca-se como um dos mais
promissores campos de bioprospecgdo destas biomoléculas, levando em consideracbes as
alegacOes de salde atribuidas as frutas de uma forma geral.
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