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RESUMO

Os antioxidantes na dieta podem ter um papel importante na prevencao de
algumas doencgas crénicas em seres humanos resultantes da oxidagéo de lipidos e
outros componentes celulares por radicais livres. Os mirtilos (Vaccinium sp.) sao
considerados, de entre os frutos frescos, uma das melhores fontes de antioxidantes.

Neste trabalho foram estudados mirtilos Nothern Highbush, da cultivar Bluecrop
colhidos no estado de maturacdo comercial em 5 localizagbes diferentes: Bougas -
Sever do Vouga, Estarreja, Queird — Vouzela, Oliveira do Hospital e Vila Verde.

Foram avaliadas as caracteristicas fisico-quimicas (°brix, acidez, humidade,
calibre, firmeza, elasticidade e parametros colorimétricos) dos frutos. Para a
determinacdo da composicdo fendlica e a atividade antioxidante os mirtilos foram
submetidos a extragdes sucessivas, com metanol (2x) e depois 2 vezes com uma
solucdo aquosa de acetona (40% v/v), durante 1 h, com o auxilio de um banho de
ultrassons. Os extratos obtidos foram utilizados para a determinagdo da composicao
fendlica (compostos fendlicos totais, antocianinas e taninos) e da capacidade
antioxidante (utilizando os métodos ABTS, DPPH e FRAP). Foi ainda avaliada a
influéncia da conservacao durante 6 meses a -20°C no teor de compostos fendlicos
e capacidade antioxidante dos frutos.

Pelos resultados obtidos, nos parametros de textura avaliados a amostra BBO
revelou maior firmeza e elasticidade, e na avaliagdo da cor a amostra BES
apresentou uma tonalidade azul mais acentuada. Os mirtilos provenientes de
Estarreja eram os mais ricos em compostos fendlicos totais, em antocianinas e
taninos, e que também apresentavam maior atividade antioxidante. O
armazenamento durante 6 meses a -20°C, originou diferencas significativas nas
antocianinas e na atividade antioxidante.

Em geral as amostras apresentavam diferencas significativas tanto nas suas
propriedades fisico-quimicas, como na composi¢cdo fendlica e na atividade

antioxidante.

Palavras-chave: Mirtilo; Bluecrop; compostos fendlicos; atividade antioxidante; cor;

textura; antocianinas; taninos



ABSTRACT

Dietary antioxidants can play an important role in the prevention of some
chronic diseases in human beings, resulting from lipid oxidation and other cellular
components by free radicals. Blueberries (Vaccinium sp.) are considered, from the
fresh fruit, one of the best sources of antioxidants.

At this work involved a study blueberries Northern Highbush, cultivar Bluecrop
harvested at a commercial maturity state in 5 different locations: Bougas - Sever do
Vouga, Estarreja, Queira - Vouzela, Oliveira do Hospital and Vila Verde.

Were evaluated the physical and chemical characteristics (°brix, acidity,
moisture, size, firmness, elasticity and colorimetric parameters) of the fruit. For the
determination of the composition and phenolic antioxidant blueberries were
submitted to successive extractions with methanol (2x) and then 2 times with
agueous acetone (40% v / v) for 1 h with the aid of a ultrasonic bath. The extracts
obtained were used to determine the phenolic composition (total phenolic
compounds, anthocyanins and tannins) and antioxidant capacity (using the ABTS
method, DPPH and FRAP). Was also evaluated the influence of preservation for 6
months at -20 ° C in the content of phenolic compounds and antioxidant capacity of
fruits.

The results obtained in texture parameters evaluated BBO sample revealed
greater firmness and elasticity, and the evaluation of color sample BES showed a
more pronounced blue tint. Blueberries from Estarreja were richer in phenolic
compounds, anthocyanins and tannins and who also had higher antioxidant activity.
The storage for 6 months at -20 ° C caused significant differences in anthocyanins
and antioxidant activity.

In general the samples showed significant differences in their physicochemical

properties, in the phenolic composition and antioxidant activity.

Keywords: Blueberry; Bluecrop; phenolic compounds; antioxidant activity;

color; texture; anthocyanins; tannins.
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1. Enquadramento geral

Em Portugal, a cultura do mirtilo tem vindo a assumir protagonismo e a ganhar
interesse por parte dos consumidores e produtores. O crescimento e
desenvolvimento do sector alimentar, e a influéncia dos restantes paises da Europa,
introduziram novos habitos alimentares, como o consumo de alimentos funcionais,
especialmente dos frutos vermelhos.

O consumo de bagas tornou-se popular entre os consumidores preocupados
com a saude devido aos seus altos niveis de compostos bioativos com propriedades
antioxidantes (You et al., 2011). Dentro dos compostos antioxidantes existentes no
mirtilo, os que desempenham um papel de maior relevancia sdo os compostos
fendlicos, nomeadamente os flavonoides, antocianinas e taninos, tornando-o numa
das frutas mais desejaveis e nutritivas (Contessa et al., 2013). Como fonte elevada
de compostos bioativos, o mirtilo surgiu como potencial terapéutico para abrandar a
progressdo de diversas doencas. Esta pequena baga, para além de ter efeitos
protetores no trato intestinal e nos olhos, atua nos principais mecanismos anti-
inflamatorios e de stresse oxidativo. Para além disto tém sido descritas diversas
propriedades benéficas associadas aos mirtilos, homeadamente no tratamento e
prevencdo de desordens do trato urinario, de patologias cardiovasculares, da cérie
dentaria, de Ulceras gastricas e do cancro (Castafieda-Ovando et al., 2009; Norberto
et al., 2013). Sdo também descritas propriedades anti-proliferativas, anti-
cancerigenas, antibacterianas e antivirais (Wang et al., 2012a).

Apesar do teor elevado em fitoquimicos, na generalidade das variedades de
mirtilos, € sabido que quer a quantidade, quer o perfil exato destes compostos,
podem variar, ndo sO, com a cultivar e com o seu grau de maturacdo, como também
com as condicdes de solo e clima ou com praticas agricolas, podendo algumas
destas diferencas ser resultado de diferentes graus de stresse hidrico, da maior ou
menor disponibilidade de nutrientes e da intensidade da radiagdo ultravioleta
(Giovanelli & Buratti, 2009; Kalt, 2005).

Portugal, pela variedade dos seus relevos e exposicdo das suas encostas e

vales, apresenta condicBes microclimaticas muito diferentes (Sousa et al., 2001).
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Nesse sentido, foram avaliados os teores de compostos bioativos presentes em

mirtilos produzidos em diferentes condicbes ambientais.

2. Objetivos

Com a realizacdo deste trabalho pretendeu-se avaliar a influéncia da
localizagé&o de cultivo de mirtilos Vaccinium corymbosum L., cultivar Bluecrop, nas
suas propriedades fisicas e quimicas. Nesse sentido foram colhidos mirtilos em 5
localidades geograficas distintas, e que, posteriormente, foram avaliados quanto as
suas propriedades fisicas (calibre, firmeza da pele e cor) e quimicas (acidez, °brix,
humidade, composicado fendlica, atividade antioxidante e teor de antocianinas e
taninos totais).

Este trabalho teve ainda como objetivo estabelecer correlagbes entre os
parametros analisados, bem como avaliar a influéncia da idade das plantas e da

altitude do local de cultivo nas caracteristicas dos mirtilos.
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3. O mirtilo

3.1. Classificacéo botanica

O mirtilo pertence a familia Ericaceae, do género vaccinium e subgénero
Cyanococcus (Ratnaparkhe, 2007). O género vaccinium apresenta um alto nivel de
diversidade morfologica, contabilizando cerca de 450 espécies, das quais 40% se
encontram na Asia e no Pacifico, 26 no sub-continente norte-americano e 6 na
Europa (Fonseca & Oliveira, 2007).

As plantas de mirtilo com maior interesse econdmico pertencem ao subgénero
Cyanococcus, e dividem-se normalmente em trés grupos consoante as suas
caracteristicas: (1) cultivares Lowbush, (2) cultivares Rabbiteye e (3) cultivares
Highbush (Vaccinium corymbosum L.) (Hancock, Lyrene, Finn, Vorsa, & Lobos,
2008; Kim, Kim, Kim, & Park, 2013; Ratnaparkhe, 2007), sendo as Ultimas
responsaveis pela maioria da producdo mundial de mirtilos. As cultivares Vaccinium
corymbosum L. contemplam ainda espécies com maior ou menor necessidade de
horas de frio, “Northern Highbush Blueberry (NHB)” e “Southern Highbush Blueberry
(SHB)” respetivamente (Sousa et al., 2007).

Dentro das carateristicas mais procuradas nos frutos de mirtilo destacam-se o
sabor e aroma, o tamanho do fruto, o tamanho da cicatriz e a cor das bagas
(Retamales & Hancock, 2012). Na producdo de mirtilos, cultivares que produzem
bagas mais firmes e uniformes, com pedudnculos que se desprendem facilmente
merecem também especial atencdo por parte do produtor (J. F. Hancock et al.,
2008). Para aléem das caracteristicas supracitadas, a maioria dos programas de
melhoramento de cultivares de mirtilo estdo também preocupados com a expansao
da data de colheita (Retamales & Hancock, 2012; Scalzo et al., 2013), com o
desenvolvimento de cultivares com maior rusticidade ao inverno, mais resistentes a
seca, com maior adaptacdo a colheita mecéanica (J. F. Hancock et al., 2008; Scalzo
et al., 2013) e com produtividades mais elevadas (Prodorultti et al., 2007).
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3.2. Anatomia e morfologia

O mirtilo € uma planta perene que possui um sistema radicular superficial e
muito fibroso (Retamales & Hancock, 2012), cujas raizes se distribuem nos primeiros
60 centimetros de profundidade (Prodorutti et al., 2007) assegurando a absor¢éo de
agua e nutrientes. No entanto, a auséncia de pelos radiculares torna as plantas mais
sensiveis a mudancas nas condigdes de agua no solo (Fonseca & Oliveira, 2007,
Retamales & Hancock, 2012). As raizes dos mirtilos ndo apresentam um verdadeiro
periodo de repouso, visto que crescem sempre que as condi¢cdes ambientais no solo
sejam favoraveis.

O género vaccinium caracteriza-se por arbustos que alcancam de 1 a 1,5
metros de altura, com ramos grossos, eretos e lenhosos, com flores de corola em
sino (Fonseca & Oliveira, 2007). Nos mirtilos a diferenciacao floral inicia-se nos
gomos da extremidade distal e prossegue de forma basipeta ao longo do ramo,
sendo que em algumas cultivares, os gomos florais encontram-se intercalados por
gomos vegetativos (Fonseca & Oliveira, 2007).

O fruto do mirtilo, que amadurece 2 a 3 meses apos a floragéo, € baciforme e
globoso, sumarento e tem um sabor agridoce (Sousa et al., 2007). Esta pequena
baga com sementes apresenta geralmente uma coloracdo azul e uma cicatriz
localizada diametralmente oposta ao apice, de dimensdo e formato variaveis,
consoante a espécie e a cultivar (Sousa et al., 2007). A figura 1 mostra a anatomia e

morfologia caracteristicas da espécie Vaccinium corymbosum L.

Il. Revisao Bibliografica



Influéncia da localizacédo geogréfica de producédo nas propriedades de mirtilos Vaccinium
corymbosum L. cv. Bluecrop

Figura 1: llustracdo Botanica da espécie
Vaccinium corymbosum L. Fonte:Curtis’s
Botanical Magazine, vol. 62,” 1835).

3.3. Acultivar Bluecrop

A variedade Bluecrop esta inserida no grupo das cultivares “Northern Highbush
Blueberry”, e foi durante muitos anos considerada a cultivar mais importante do
mundo (J. F. Hancock et al., 2008). A cultivar foi lancada pelo departamento de
Agricultura dos Estados Unidos, através de um cruzamento entre (Jersey x Pioneer)
X (Stanley x June) realizado por Coville e Freeman em 1934 (Fira et al., 2008).

A cultivar Bluecrop caracteriza-se por ser um arbusto vigoroso e reto

(Demchak, 2013), muito produtivo, resistente & geada e a seca, de facil crescimento,
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mas relativamente dificil de propagar (Fira et al., 2008). As bagas sdo médias,
numerosas e resistentes a rachaduras (Demchak, 2013). O fruto possui uma cicatriz
pequena, 0 que permite diminuir a suscetibilidade dos frutos ao aparecimento de
podriddes e perdas de turgéncia durante o armazenamento (Sousa et al., 2007).
Caracteriza-se ainda por possuir bagos com calibres muito irregulares, e pela
necessidade de estes permanecerem na planta 5 a 7 dias apds a maturacéo visual,
para adquirir bom sabor e dogura. A poda da Bluecrop deve ser cuidadosa, a fim de
evitar a prostragao da planta.

Em Portugal, a cultivar Bluecrop produz em geral entre o final do més de Maio

e final do més de Junho.

3.4. Informacéao nutricional do mirtilo

A composicao nutricional do mirtilo varia em funcdo de diversos fatores que
incluem o genotipo, as praticas de cultivo, o grau de maturagéo, as condi¢cdes edafo-
climaticas e as condicdbes de armazenamento. Na tabela 1 apresenta-se a

composic¢ao nutricional média do mirtilo por 100 g de parte edivel.

Tabela 1: Composigéo nutricional do mirtilo por 100 g de parte edivel

Adaptado de (“USDA - National Nutrient Database for Standard Reference, Release 27,” 2010).

Nutrientes Valor/100g Nutrientes Valor/100g
Energia (kcal) 57,00 Selénio (ug) 0,10
Proteinas (g) 0,74 Sadio (mg) 1,00
Gorduras (g) 0,33 Zinco (mg) 0,16

Hidratos de carbono (g) 14,49 Vitamina C (mg) 9,70
Fibra (g) 2,40 Tiamina (mQ) 0,04

Agua (g) 84,21 Riboflavina (mg) 0,04

Célcio (mg) 6,00 Niacina (mg) 0,42

Ferro (mg) 0,28 Acido pantoténico (mg) 0,12
Magnésio (mg) 6,00 Vitamina B-6 (mg) 0,05
Manganésio (mg) 0,34 Folato (ug) 6,00
Faésforo (mg) 12,00 Vitamina A (Ul) 54,00
Potassio (mg) 77,00 Vitamina E (mg EAT) 0,57

O mirtilo é um fruto com excelentes propriedades organoléticas, nutricionais e

funcionais, visto que, para além das caracteristicas observadas na tabela 1,
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apresenta de um modo geral, teores elevados de polifendis, em particular

antocianinas e taninos, que contribuem fortemente para a sua atividade antioxidante.

3.5. CondicOes favoraveis de cultivo

Os mirtilos, como as demais plantas, necessitam de condi¢cdes especificas e
adequadas ao seu crescimento, que permitam alcancar uma melhor producdo. Dos
fatores mais importantes para a obtencdo de boas producdes destacam-se as
caracteristicas do solo e as condi¢cdes ambientais.

O mirtilo prefere um solo profundo, bem arejado, acido e rico em matéria
organica (Demchak, 2013; Ireland & Wilk, 2006; Tasa et al., 2012). Este arbusto da
familia Ericaceae tem a capacidade de crescer numa grande variedade de solos; no
entanto, para as cultivares Highbush o pH ideal situa-se entre 4,5-5,2 (Prodorutti et
al., 2007).

Como cobertura ou por aplicagéo no solo, a turfa pode favorecer o crescimento
da planta (Ochmian et al., 2009; Xie & Wu, 2009). Esta substancia organica acida
auxilia na manutencdo do pH ideal para o cultivo do mirtilo, que por sua vez
influencia significativamente a fotossintese foliar, a absorcdo de nutrientes e a
atividade da raiz da planta (Tasa et al., 2012), para além de favorecer o arejamento
do solo.

Os solos ricos em matéria organica (superior a 5%) sdo também benéficos na
producdo de mirtilos, pois mantém os nutrientes no sistema radicular, evitando que
sejam lixiviados (Ireland & Wilk, 2006). Ainda relativamente aos pré-requisitos do
solo, as raizes dos mirtilos ndo toleram solos extremamente secos ou humidos
(Demchak, 2013), pelo que plantacdes em solos mal drenados ou compactados
podem provocar stresse hidrico nas plantas, bem como favorecer o desenvolvimento
de doencas (Bryla, 2011).

Outra das exigéncias deste arbusto sdo as horas de frio abaixo dos 7 °C
necessarias para o abrolhamento dos gomos vegetativos e o crescimento dos ramos
(figura 2). Para a maioria das cultivares Highbush as quantidades de frio variam de
um minimo de 750 horas (Demchak, 2013; Strik, 2012) a um maximo de 1500 horas

(Strik, 2012). No caso da cultivar Bluecrop, os requisitos de frio abaixo dos 7 °C sao
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superiores as 800 horas. Caso as condi¢fes climéaticas ndo propiciem o periodo de
quiescéncia adequado a cada cultivar, e ocorra um precoce florescimento dos
mirtilos, os produtores devem ter especial cuidado com geadas tardias, a fim de

evitar danos na folhagem, flores e frutos (Ireland & Wilk, 2006).

9w oW oW

Horas de Frio
(s7.0 °C)
1 de outubro a
31 de janeiro
Valores médios
2009-2013

N

ape

38°N
T
38°N

Figura 2: Horas de frio abaixo dos 7°C
registadas em Portugal entre o ano de
2009 e 2013. Adaptado de Madeira,
(2013)

3.6. Producéo de mirtilo em Portugal

A producédo de mirtilos em Portugal iniciou-se ha cerca de 25 anos, quando a

Fundacgdo Lockorn, da Holanda, efetuou uma experiéncia nos concelhos de Sever
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do Vouga e Trancoso no sentido de determinar se possuiam as condi¢des indicadas
para garantir a producao precoce do mirtilo.

A exploracdo do mirtilo estd a tornar-se numa cultura com consideravel
importancia econémica a nivel regional e nacional, ndo sé em termos de area mas
também em numero de produtores. Nos Ultimos anos tem-se assistido a um
crescente interesse pela cultura dos mirtilos, ndo s6 por causa da conjuntura atual
do pais, mas também devido as ajudas comunitarias para este tipo de cultura. Por
outro lado, o progressivo crescimento e desenvolvimento do sector alimentar e a
influéncia dos restantes paises da Europa, introduziram novos hébitos alimentares,
como o consumo de pequenos frutos, nos quais se inclui o mirtilo.

Pelas caracteristicas fortemente sazonais da producédo de mirtilo na Europa,
em Portugal, em particular na regido sudoeste do pais, surge a oportunidade de
reduzir o periodo ndo-produtivo produzindo-se mirtilo durante a primavera, e também
em setembro, aproveitando os precos elevados praticados na Europa durante esse
periodo (Parente et al., 2013).

Nos ultimos anos assistiu-se a um aumento da area de producédo, que passou
dos 75 hectares em 2011, para 534 hectares em 2013 (INE, 2014), representando
um aumento de 712%. Estima-se que a area cultivada continue a aumentar, e atinja
brevemente os 1000 hectares. Segundo as mesmas estatisticas agricolas de 2014,
a producao de mirtilos duplicou, sendo em 2011 de cerca de 700 toneladas, e em
2012 de 1437 toneladas (INE, 2014). Apesar disto, os Estados Unidos da América
continuam a ser o grande produtor mundial de mirtilos, seguido do Canadé, Polénia
e Alemanha, com 120929, 11251 e 8 843 toneladas, respetivamente (FAOSTAT,
2015).

3.7. Parametros indicativos da qualidade do fruto

3.7.1. Cor

O cultivo do mirtilo esta claramente em expansao, e a sua aceitabilidade por
parte do consumidor esta relacionada com as suas caracteristicas fisicas,

nomeadamente a textura e a cor.
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Os mirtilos destinados & comercializagdo em fresco devem apresentar-se com
cor azul e recobertos por uma cera epicuticular natural, a pruina, que constitui uma
barreira importante a perda de agua, impedindo a perda de turgéncia (Rasteiro,
2012). As bagas do mirtilo sdo facilmente reconhecidas pela sua distinta cor azul-
avermelhada, derivada fundamentalmente do teor em antocianinas que estas
contém (Pallas et al., 2013; Silva et al., 2005) e também pela quantidade e estrutura
da cera superficial, a pruina (Silva et al., 2005). A cor do mirtilo € influenciada pela
presenca de pruina, que produz o efeito glauco responsavel pela cor azul tipica dos
mirtilos (figura 3).

Figura 3: Vaccinium corymbosum L. em diferentes
estados de maturacdo, com as cores tipicas de
evolucao do fruto

3.7.2. Textura

No mirtilo, a textura esta associada ao conceito geral de frescura e qualidade
dos frutos (Matiacevich et al., 2011; Saftner et al., 2008), constituindo um fator critico
na determinacdo do seu sucesso econdémico (Giongo et al., 2013). Caracteristicas
anatémicas como as camadas do tecido e o tamanho das células, o conteddo em
agua e a propria composicdo da parede celular podem afetar a textura do mirtilo
(Chiabrando et al., 2009; Sams, 1999).
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A firmeza surge como uma das formas mais comumente usadas para
descrever a textura da fruta, e é essencialmente determinada pelo tamanho das
células da pele e a pela forma das camadas das células do pericarpo subjacentes
(Giongo et al.,, 2013). Para além de ser um importante atributo na avaliacdo da
frescura do mirtilo (Chiabrando et al., 2009), a firmeza € também essencial durante o
transporte deste fruto aos principais mercados de consumo (Silva et al., 2005),
afetando o seu periodo de conservacao pos-colheita (Yang et al., 2009).

O amadurecimento é uma das fases mais importantes no desenvolvimento do
fruto. Nesta fase, a pectina total solivel em &gua diminui e a degradacdo da parede
celular e lamela central é responsavel pela perda de firmeza, seguida da perda de
turgéncia das células do fruto (Giongo et al., 2013; Sousa et al., 2007).

Segundo Sams (1999), fatores ambientais como luz e temperatura, o tipo de
nutricdo da planta, nomeadamente o fésforo, célcio, azoto e potassio, bem como
factores genéticos, tém um efeito pronunciado sobre a textura dos frutos.

A cultivar Bluecrop caracteriza-se por possuir frutos de cicatrizes pequenas,
diminuindo assim a suscetibilidade ao aparecimento de podriddes e perdas de
turgéncia durante o armazenamento (Fonseca & Oliveira, 2007)

3.8. Fitoquimicos — compostos fendlicos

Os fitoquimicos, ou compostos bioativos, fazem parte de um conjunto de
metabolitos secundarios fundamentais para o crescimento e desenvolvimento de
frutos e plantas (Kalt, 2005), desempenhando um papel importante na sua
adaptacao e defesa em condi¢cbes adversas (Gnanavinthan, 2013; Jimenez-Garcia
et al., 2012). Estes podem ser classificados com base na identidade ou tipo de
biopolimero, e incluem os compostos fendlicos, as fibras alimentares, os lipidos
funcionais, as proteinas e peptideos e os carotenoides (Gnanavinthan, 2013).

Os compostos fendlicos sdo a principal classe de antioxidantes encontrados
em quase todas as plantas, embora, em concentracfes maiores em frutos e vegetais
(Oancea, Stoia & Coman, 2012; Prior et al., 1998; You et al., 2011). A sua estrutura
quimica é caracterizada pela presenca de um ou mais anéis aromaticos com grupos

hidroxilo (Jimenez-Garcia et al., 2012), e podem ser classificados em compostos
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flavonoides ou nao-flavonoides (figura 4). O grupo dos compostos flavonoides é
constituido por flavandis, flavondis, isoflavonas, flavonas, flavanas, flavanonas,
antocianidinas e antocianinas (Belitz, Grosch & Schieberle, 2004; Jimenez-Garcia et
al., 2012; Kalt et al., 2001). Por sua vez, dos compostos nado-flavonoides fazem parte
os tocoferdis, é&cidos fendlicos, taninos hidralizaveis, estilbenos, cumarinas e
lignanas (Belitz et al., 2004).

Os pequenos frutos, incluindo o mirtilo, possuem um elevado conteddo e
diversidade de compostos fendlicos (Kalt et al., 2001; Kim et al., 2013; Krlger &
Josuttis, 2014; Prior et al., 1998; Wang, Camp & Ehlenfeldt, 2012; Yuan et al., 2011),
revelando-se uma excelente fonte de antioxidantes. O conteddo de compostos
fendlicos é influenciado por muitos fatores, nomeadamente o tipo de cultivar, as
praticas de cultivo, os fatores climaticos, o estado de maturagdo no momento da
colheita (Castrejon et al., 2008; Kalt, 2005) e as condi¢cdes de armazenamento apos
a colheita (Connor et al., 2002a).
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Figura 4: Classificacdo dos compostos fendlicos existentes nos pequenos frutos

(Paredes-Lo6pez et al., 2010)
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3.8.1. Acidos Fendlicos

Incluidos no grupo dos compostos né&o-flavonoides, os &cidos fendlicos
ocorrem na maioria das frutas, contribuindo na sua generalidade para a sua cor e
sabor (Belitz et al., 2004).

Os éacidos fendlicos, caracterizam-se por possuir um anel aromatico, um grupo
carboxilo e um ou mais grupos hidroxilo e/ou metoxilo na estrutura da molécula,
conferindo propriedades antioxidantes aos vegetais (Sequeiros, 2009). Estes
encontram-se divididos em duas classes: os que derivam do acido benzoico (C6-C1)
(figura 5), e os derivados do acido cinamico (figura 6), que possuem uma cadeia
natural insaturada (C6-C3). Raramente existentes nas formas livres, os &cidos
fendlicos encontram-se muitas vezes em formas conjugadas, como ésteres e
glicosideos (Gnanavinthan, 2013). Encontrando-se normalmente esterificados com
acucares, acidos organico ou alcoois (Gnanavinthan, 2013). Alguns derivados do
acido benzoico tais como o acido p-hidroxibenzodico, acido salicilico, acido galico e
acido elagico foram encontrados em pequenos frutos (Jimenez-Garcia et al., 2012).
Quantidades significativas de acido ferulico, um importante acido hidroxicinamico,

foram também descobertas em mirtilos (Jimenez-Garcia et al., 2012).

R o
R
OH
Rs

Derivados do acido

benzéico Ry R Ra

Acido galico OH OH OH

Acido protocatecuico H OH OH
Acido vanilico H OH OCHj;
Acido siringico OH | OCH; OCH;

Figura 5: Estrutura de acidos fendlicos
derivados do acido benzoico. Adaptado de
Gnanavinthan, 2013.
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- - H on :
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. H H : :
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Acido cafeico H H OH OH

Acido sinapico H OCH; | OH | OCH;,

Figura 6: Estrutura de &cidos fendlicos
derivados do acido cinamico. Adaptado de
Gnanavinthan, 2013.

Kim et al. (2013) também avaliaram 39 cultivares de mirtilos Northern Highbush
e verificaram diferencas significativas entre elas, sendo que as cultivares Elliott,
Rubel e Rancocas foram as que obtiveram maior contetdo fendlico, 4,35 mg AGE/q,
3,76 mg AGE/g e 3,86 mg AGE/g respetivamente. As cultivares Rabbiteye também
possuem um teor de antocianinas superior, aquando comparadas com as cultivares
highbush (Lohachoompol et al., 2008).

As cultivares que produzem bagas menores, contém por sua vez, niveis mais
elevados de compostos fendlicos totais, antocianinas e flavonoides (Connor et al.,
2002d; Dragovic-Uzelac et al., 2010; Remberg et al., 2007). A espessura das bagas

também pode influenciar a atividade antioxidante (Connor et al., 2002b).
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3.8.2. Antocianinas

As antocianidinas sdo instaveis a luz e sao insoluveis em agua, pelo que
normalmente ndo se encontram na natureza no seu estado livre. Em vez disso,
estas estdo presentes no vacuolo da célula, ligadas a agucares, que proporcionam
estabilidade e solubilidade em agua (Pascual-Teresa, Moreno, & Garcia-Viguera,
2010), formando glicosideos, que se designam por antocianinas. Na pele do mirtilo,
as antocianinas desempenham um papel vital, protegendo a polpa do fruto da
exposicao excessiva a luz ultravioleta (Elks et al., 2013).

As antocianinas sdo um grupo de mais de 500 compostos, que dédo a cor
vermelha, violeta e azul a muitos vegetais e frutos (Jaakola & Hohtola, 2010; McGhie
& Walton, 2007), formando o maior grupo na classe dos compostos flavonoides
(Lohachoompol et al., 2008). Aquelas que sado encontradas em maiores quantidades
nas flores, polpa e pele de pequenos frutos sado a cianidina, delfinidina, peonidina,
malvidina e petunidina (You et al., 2011; Yousef et al., 2013).

As antocianinas (figura 8) diferem entre si, no numero de grupos hidroxilo e/ou
metoxilo, no tipo, numero e local de ligagdo das moléculas de acucar ou no tipo e
namero de acidos alifaticos ou aromaticos ligados a molécula de acucar (Jimenez-
Garcia et al., 2012). Estas alteracdes estruturais influenciam as suas propriedades,
nomeadamente a sua biodisponibilidade e o seu potencial efeito na saude (Bunea et
al., 2013).

Antocianina R R,
Pelargonidina-3-glucésido H H
Cianidina-3-glucésido OH H
Delfinidina-3-glucésido OH OH
Peonidina-3-glucésido OCHjs H
Petunidina-3-glucdsido OCHjs OH
Malvidina-3-glucosido OCH; OCH;

Figura 7: Estruturas das antocianidinas mais frequentemente encontradas em
alimentos de origem vegetal (Adaptado de Pascual-Teresa et al., 2010)
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A sua cor e estabilidade sdo grandemente afetados pelo nimero e natureza
dos substituintes. Enquanto a hidroxilacdo conduz ao aumento da tonalidade azul, a
metoxilagcdo tem o efeito oposto, enaltecendo a tonalidade vermelha (Dias, 2011).
Por outro lado, um aumento na hidroxilacdo torna as antocianinas mais instaveis,
enquanto que a metoxilacdo lhe confere uma maior estabilidade (Reque et al.,
2014). Para além disto, a cor das antocianinas também pode ainda ser afetada por
pH, solventes, temperatura, concentracdo de antocianina, oxigénio, luz, enzimas, e
outras substancias acompanhantes (Castafieda-Ovando et al., 2009; Rein, 2005;
Sadilova et al., 2007).

Yousef et al. (2013) qualificaram o conteddo em antocianinas de diferentes
cultivares de mirtilo comercial, e verificaram que a malvidina-3-O- galactosideo, a
definidina-3-O-galactosideo, a malvidina-3-O-arabindsido, a cianidina-3-O-
arabindsido e a delfinidina-3-O-arabindsio constituiam cerca de 70% do total de
antocianinas. De acordo com a bibliografia, o teor total em antocianinas da cultivar
Bluecrop, pode variar entre 82,4 e 187,3 mg cianidina-3-glucosido/100g fruto fresco
(Connor et al., 2002d; Kim et al., 2013; Moyer et al., 2002; Rodriguez-Mateos et al.,
2011; Wang et al., 2008).

3.8.3. Taninos

Os taninos séo polifendis capazes de precipitar proteinas a partir de solucdes
aguosas (Shahidi & Naczk, 2004), e desempenham um papel essencial na definicdo
das propriedades sensoriais dos frutos frescos e dos seus produtos derivados
(Jimenez-Garcia et al.,, 2012). Os taninos s&o habitualmente considerados
antinutricionais, uma vez que se ligam fortemente aos grupos -NH das proteinas e
dos péptidos, evitando assim a sua hidrélise e a digestdo no estdbmago (Shahidi &
Naczk, 2004).

Devido as suas variacOes estruturais, sao tradicionalmente divididos em
taninos condensados ou proantocianidinas e taninos hidrolisaveis (Gnanavinthan,

2013; Srivastava, 2006). Os taninos hidrolisdveis sao ésteres de acido gélico ou
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elagico, enquanto que as proantocianidinas sao polimeros de flavonoides
(Srivastava, 2006).

As proantocianidinas sdo derivados estruturais dos flavan-3-0is, e de acordo
com o numero de vezes que esta unidade se repete, assim sdo consideradas
diméricas, triméricas, oligoméricas (até 6 unidades) ou poliméricas (superior a 6
unidades) (Shahidi & Naczk, 2004). Em funcdo da sua unidade monomérica, as
proantocianidinas organizam-se em dois grandes grupos. Caso se liberte, por
hidrolise acida, a cianidina as moléculas recebem o nome de procianidina, sendo
esta um polimero de catequina e epicatequina (figura 9). No caso de ocorrer a
libertacdo de delfinidina, a molécula recebe o nome de prodelfinidina, sendo esta um

polimero de epigalhocatequina e galhocatequina (Dias, 2011).

OH OH
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'a; m

OH OH OH OH

(-)-Epicatechin (+)-Catechin

OH
OH
0 O HO
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HO

OH
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Figura 8: Estrutura quimica da Catequina e
Epicatequina. Adaptado de Crozier et al., (2012).

Segundo Cheynier (2006), nas uvas, o0s taninos estdo localizados
principalmente nas sementes e na pele, embora também tenham sido encontrados
alguns vestigios de mondmeros e dimeros na parte estrutural das plantas (celulose).
O mesmo autor refere ainda terem sido observados agregados de taninos nos

vacuolos das células de pequenos frutos.
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Os mirtilos s&o conhecidos por conterem predominantemente taninos
condensados (Seeram et al., 2006), que variam entre flavandis monoméricos e
oligdbmeros, a polimeros de massa molecular elevada (grau de polimerizacdo
superior a 10) (Howard et al., 2012). Alguns estudos efetuados em frutos vermelhos
sugerem que as proantocianidinas encontradas na respetiva pele do fruto estao
associadas nao s6 a alguns polissacaridos como também a pequenas quantidades
de antocianinas (Cheynier, 2006).

Monitorizagbes da composicdo em taninos efetuadas durante a maturacao da
uva demonstraram que a quantidade de taninos diminui gradualmente ao longo da

maturacao (Cheynier, 2006).

3.8.4. Atividade antioxidante

Dentro do grupo das frutas e legumes, os mirtilos (Vaccinium corymbosum L.)
sao elogiados pelo seu elevado teor em antioxidantes (Castrejon et al., 2008; Prior et
al., 1998; You et al., 2011).

Um antioxidante pode ser definido como uma substancia que, presente em
baixas concentra¢cdes, quando comparado com a concentracdo do substrato
oxidavel, inibe ou atrasa significativamente a oxidagdo do substrato, protegendo os
alvos bioldgicos (Benzie & Wachtel-Galor, 2013; Rasteiro, 2012). Este tipo de
compostos é largamente utilizado na industria alimentar como forma de prolongar o
prazo de validade dos alimentos.

Os danos induzidos pela oxidacdo de lipidos, acido desoxirribonucleico e
outras biomoléculas importantes é denominado por stresse oxidativo, ou seja, € uma
consequéncia da falta relativa ou absoluta de defesa antioxidante (Oliveira, 2012;
Rasteiro, 2012; Wang et al., 2012b), inevitdvel aquando de um ambiente na
presenca de oxigénio (Kalt, 2005). Este fendmeno pode resultar de uma diminui¢éo
da quantidade de antioxidantes devido a uma producdo excessiva de espécies
reativas de oxigénio (ERO) (de origem endogena ou exdgena) ou de uma
alimentacdo deficiente. A exposicdo a condicdes de stresse oxidativo suaves
conduz, geralmente, a um aumento da sintese dos sistemas de defesa antioxidante,

com o objetivo final de repor o equilibrio. As ERO desempenham papeis fisioldgicos
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importantes ao funcionarem como mensageiros secundarios nas células de
mamiferos, regulando vias de transducdo de sinal que controlam a expressédo de
genes e a inducdo de alteracdes pos-traducionais de proteinas, estando, assim,
implicadas no controlo dos processos de divisao e diferenciacéo celular (Balk et al.,
2014).

Por outro lado, a exposicdo a condi¢cdes de stresse oxidativo mais severas
conduz a uma acumulacdo de lesdes oxidativas, com implicacfes fisiopatologicas
(Rasteiro, 2012), levando a patologias no ser humano tais como artrites,
aterosclerose, cancro, doengas cardiovasculares, diabetes, doencas de Alzheimer e
Parkinson (Paredes-Lo6pez et al., 2010).

As formas mais comuns de ERO incluem radical superoxido, peréxido de
hidrogénio (H»0,), radical hidroxilo (OH"), oxigénio singleto (*O,) (forma excitada do
oxigénio molecular) e oxido nitrico, e tém atividades biolégicas in vivo e in vitro
particularmente elevadas (Fu et al., 2011). Estas formas podem conduzir
diretamente a mutacdes de ADN, alteracfes na expressao do gene, modificacdo de
transducéo de sinal celular, apoptose celular, peroxidacao lipidica e degradacéo de
proteinas (Fu et al., 2011).

O oxigénio molecular, quando no estado fundamental, designado por oxigénio
tripleto, possui dois eletrdes desemparelhados com “spins” paralelos, em duas
orbitais separadas. Esta molécula, que no estado fundamental é pouco reativa, pode
no estado excitado originar espécies de reatividade bem mais acentuada como séo
0 oxigénio singleto delta, em que os dois eletrdes de valéncia ocupam a mesmo
orbital e tém sentidos opostos, e 0 oxigéenio singleto sigma, em que os dois eletrdes
de valéncia ocupam orbitais diferentes tendo “spins” antiparalelos (Rasteiro, 2012).

Os antioxidantes podem ser divididos em duas grandes classes: 0s enzimaticos
e 0S ndo enzimaticos. Alguns sdo enddgenos, como enzimas, moléculas de baixo
massa molecular, e cofatores enzimaticos. Entre os antioxidantes ndo enzimaticos
muitos sao obtidos por via alimentar, como é o caso dos compostos fendlicos e das
vitaminas.

Os tipos de antioxidantes mais abundantes em frutas e vegetais sdo a vitamina
C, os carotenoides e os compostos fendlicos (tabela 2), e as suas propriedades

resultam da sua estrutura rica em eletrdes sob a forma de ligacdes duplas oxidaveis
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e grupos hidroxilo (Kalt, 2005). A capacidade de doar eletrdes de metilo, etilo, butilo
terciario e substituicbes nas posicdes orto e para com os grupos hidroxilo, aumenta
grandemente a capacidade antioxidante dos compostos fendlicos (Pokorny et al.,
2003).

Tabela 2: Estrutura quimica, mecanismo antioxidante e localizacdo dos principais
antioxidantes existentes nas frutas e vegetais (adaptado de Kalt, 2005).

Lo Mecanismo Localizacéo
Estrutura quimica ey
antioxidante estrutural
HO -Doagcéao direta
“CH, . Dissolvido no
| de eletrbes;
He @) o apoplasto,
Vitamina C HO" -Reducéo citoplasma,
C cloroplastos,
enzimatica; e
— mitocondrias e
s -Reducao de vacuolos.
ERO;
-Doacéo de Associados aos

complexos de

eletrdes; )
Carotenoides N S proteina das
A A XY™™ ~
-Reducéo de membranas de

cloroplastos ou

beta-caroteno ERO:
' cromoplastos.
®) OH -Doacao de
eletrbes;
~ Dissolvidos em
. -Reducao de z
Fenolicos vacuolos e
ERO; apoplastos.
HO OH "
-Quelacao de
OH ibes metélicos;

3.8.5. Impactos na saude

A procura dos consumidores por produtos ricos em fitoquimicos esta a
aumentar, como resultado de uma maior consciéncia dos seus potenciais beneficios
para a saude (Fracassetti et al., 2013; Kalt, 2005; Syamaladevi et al., 2012). As

plantas tém sido consideradas uma importante fonte de compostos bioativos Uteis na
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medicina tradicional e/ou alternativa que proporcionam beneficios de prevencéo de
doencas e promocédo da saude (Oancea et al., 2012).

E cada vez mais evidente que o stresse oxidativo pode conduzir a uma
inflamacé&o, estando muitas vezes associado a doencas caracterizadas por uma
inflamacédo crénica suave (Balk et al., 2014). Um dos principais fatores neste
processo € o fator de transcricdo NF-kB, que, com o stresse oxidativo conduz a
fosforilacdo e consequentemente a destruicdo do fator inibidor de NF-kB (Figura 9).
Como resultado, o NF-kB é ativado, deslocando-se para o ndcleo onde ativa a
transcricdo de citocinas pro-inflamatorias, surgindo desta forma um ciclo vicioso,

onde o stresse oxidativo e a inflamag&o aumentam mutuamente (Balk et al., 2014).

Oxidative stress

"
Pro-inflammatory
0.~ cytokines

Figura 9: Ativacdo do fator de transcricdo NF-kB (P50-P65) por
stresse oxidativo (Balk et al., 2014).

A insuficiéncia de mecanismos antioxidantes de defesa est4d associada a
doencas como cardiovasculares, inflamacfes e diabetes (Paredes-Lopez et al.,
2010), pelo que, o consumo de alimentos que possuam compostos antioxidantes
pode ser fulcral na prevencéo destas doencgas.

Os compostos fendlicos apresentam muitos mecanismos biolégicos de acéo
significativos, nomeadamente a exclusdo ou desintoxicagdo de ERO e radicais
livres, bloqueando a sua producdo (Jimenez-Garcia et al., 2012; Paredes-Lopez et
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al., 2010). As antocianinas destacam-se de entre os compostos fenélicos como as
que mais beneficamente contribuem para o equilibrio do organismo humano. As
antocianinas tém a capacidade de eliminar radicais livres nos locais de eventos
oxidativos, devido a sua deficiéncia de eletrbes (Sadilova et al., 2007), e para além
disto também tém sido utilizadas para varios propésitos terapéuticos,
nomeadamente no tratamento da retinopatia diabética, doenca fibrocistica e
perturbacdes na visdo (Koca & Karadeniz, 2009). Sdo também implicadas numa
série de processos biolégicos relacionados com a protecdo de doencas
cardiovasculares, sindrome metabdlica, diabetes tipo Il, varios cancros, incluindo no
trato gastrointestinal, envelhecimento da pele, doencas neuro degenerativas e
inflamacé&o (Norberto et al., 2013; Nunez & Magnuson, 2014).

Apesar de tudo, a maioria das provas que sustentam o efeito terapéutico das
antocianinas € in vitro, faltando ainda a evidéncia in vivo a partir de estudos com
animais ou intervencdo humana. Além disto, quaisquer efeitos terapéuticos das
antocianinas sao dependentes da biodisponibilidade (McGhie & Walton, 2007).

Foram ainda efetuados estudos, que demonstram que o0 consumo regular de
mirtilos pode suprimir infe¢cdes urinarias, infecdes por Helicobacter pylori e auxiliar

na recuperacado de infe¢des do virus da gripe (Paredes-Lépez et al., 2010).

3.9. Fatores que influenciam os compostos bioativos

Os compostos bioativos, como metabolitos secundarios das plantas, estédo
presentes nas suas ceélulas e tecidos em quantidades grandemente condicionadas
pelos fatores ambientais. Enquanto que os fatores genéticos determinam o0s
metabolitos secundarios especificos de cada cultivar, o ambiente é muitas vezes o
fator regulador desses mesmos niveis (Burritt, 2013).

O grau de maturacao aquando a colheita (Prior et al., 1998; Remberg et al.,
2006), as diferencas genéticas (Dragovic-Uzelac et al., 2010; Howard et al., 2003),
as condicbes de armazenamento e processamento (Shahidi & Naczk, 2004), a
temperatura, intensidade e qualidade da luz (raios UV) (Jaakola & Hohtola, 2010;
Kruger & Josuttis, 2014), e o sistema de producao (Wang et al., 2008; You et al.,

2011) também influenciam o conteudo fenolico nos mirtilos, e por sua vez a atividade
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antioxidante. Tém sido também relatados efeitos combinados da estacdo de
crescimento e da cultivar no teor de antocianinas e na massa do fruto (Dragovic-
Uzelac et al., 2010).

A compreensao dos fatores que influenciam a qualidade nutricional dos mirtilos,
aliada a capacidade de resposta as condicdes ambientais especificas de cada
regido, pode criar oportunidades para a producéao e processamento de mirtilos com

melhores propriedades antioxidantes (Burritt, 2013).

3.9.1. Gendtipo

O gendtipo parece ser um fator importante no teor de fitoquimicos presentes
nos frutos, nomeadamente na atividade antioxidante e no teor de fendis (Scalzo et
al., 2005)

Howard et al. (2003) avaliaram a influéncia da cultivar no teor em fendis, em
antocianinas e a atividade antioxidante, durante 2 anos consecutivos, e constataram
que, embora houvesse diferengcas sazonais nesses parametros, as diferencas entre

as cultivares eram muito maiores (tabela 3).

Tabela 3: Avaliacdo da influéncia do gendtipo no teor de fendis totais, antocianinas e
atividade antioxidante ao longo de dois anos consecutivos

Cultivares Ano de Total Antocianinas Capacidade
producéo fenois (mg cianidina-3- antioxidante ?

(mg/g EAG) glucosido/g) (mM ET/kg)
Bluecrop (NHB) 2000 3,19 0,75 38,00
2001 3,24 0,70 20,90
Cape Fear (SHB) 2000 3,97 1,65 44,00
2001 2,85 1,40 40,00
Summit (SHB) 2000 2,98 0,50 28,00
2001 2,27 0,65 30,00
Ozarkblue (SHB) 2000 3,19 0,91 23,80
2001 3,25 1,15 24,00
Magnolia (SHB) 2000 2,79 0,77 20,50
2001 2,74 1,22 33,00

& ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) Adaptado de (Howard et al., 2003)
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3.9.2. Préaticas de cultivo

Para garantir o crescimento vegetativo ideal para um bom rendimento, as
praticas de cultivo dos pequenos frutos dependem das condicbes ambientais
regionais (Krtiger & Josuttis, 2014).

Eichholz et al. (2007) avaliaram a influéncia da fertilizacdo na atividade
antioxidante da cultivar Bluecrop, e verificaram que as plantas sem cobertura no solo
e com menores teores em azoto e boro apresentavam maior conteudo de compostos
fendlicos totais, e maior atividade antioxidante. Segundo os mesmos autores, 0
resultado parece estar relacionado com um processo de stresse mediado ao qual a
planta foi sujeita, pois o facto de o solo ndo estar coberto resultou numa diminui¢ao
do teor de matéria organica, num solo de pH elevado e com insuficiente
armazenamento de &gua. Alguns trabalhos citados por Eichholz et al. (2007)
mostram os efeitos negativos da aplicacdo de boro na concentragcdo de compostos
bioativos. Strik e Buller (2014) também avaliaram a fertilizacdo das plantas de mirtilo
com azoto (N), e apuraram que a aplicacdo entre 112-269 kg azoto/hectare tem um
efeito positivo na firmeza e no tamanho das bagas.

Por outro lado, culturas de mirtilo cobertas na superficie com materiais
organicos, como serragem, cavacos de madeira ou casca de pinheiro, e
posteriormente tapadas com plastico parecem criar um ambiente mais adequado
aos requisitos das plantas (Kriger & Josuttis, 2014; Strik & Buller, 2014), e
consequentemente uma produgdo com maior qualidade. O teor de compostos
fendlicos e de antocianinas também é maior em mirtilos obtidos de plantacdes que
usam turfa e casca de cacau (Ochmian et al., 2009).

Burritt (2013) e outros, descreveram alguns estudos sobre a influéncia da
utilizacdo de reguladores de crescimento nas plantas nos niveis de compostos
bioativos. Apesar de prejudicarem a produtividade dos mirtilos, a aplicacdo de
reguladores como jasmonato de metilo ou riboflavina aumentou os teores de
compostos bioativos.

Outra das praticas culturais que mais influencia a planta do mirtilo é a rega. O

mirtilo € muito sensivel a flutuacdes de humidade no solo, e, em caso de stresse
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hidrico a divisédo celular da planta pode sessar completamente, reduzindo o tamanho
dos frutos na colheita (Bryla, 2011), e afetando caracteristicas de qualidade, tais
como cor, sabor e aroma (Jimenez-Garcia et al., 2012). Segundo o0 mesmo autor, as
plantas parecem ser mais afetadas pela limitacdo de &gua no solo nas fases
posteriores do desenvolvimento da baga, particularmente durante o amadurecimento

dos frutos.

3.9.3. Sistema de producéao agricola

O consumo de alimentos biolégicos tem aumentado rapidamente nos altimos
anos, em parte devido a nocédo de que os beneficios de saude estdo relacionados
com o seu consumo (Wang et al., 2008). No entanto os estudos sobre a influéncia
do sistema de producao agricola, convencional ou biologico, ndo sdo consensuais, e
nao existem provas suficientes do seu efeito nas qualidades nutricionais dos mirtilos.

O sistema de producéo biologico, pela dificuldade dos produtores em controlar
ervas daninhas, pragas e doencas, tem geralmente rendimentos mais baixos
comparativamente ao sistema de producdo convencional (Retamales et al., 2015;
Strik, 2014) .

Os estudos realizados para avaliar o efeito do modo de produgéo, biologico
versus convencional, nas propriedades dos mirtilos, tém dado origem a resultados
distintos. Wang e colaboradores (2008) observaram, para a cultivar Bluecrop
produzida em modo biolégico maiores quantidades de acucar, acido malico, fenois
totais, e maior atividade antioxidante. Por outro lado, a andlise a mirtilos Rabbiteye
nao apresentava diferencas significativas na quantidade de fendis, antocianinas e
atividade antioxidante, entre os dois sistemas de produc¢ao (You et al., 2011). Estes
autores observaram que o conteldo em antocianinas variou entre cultivares, mas
manteve-se constante entre as amostras cultivadas em modo de producéo biolégica
e convencional. Em alguns estudos, o teor de antocianinas dos mirtilos produzidos
em agricultura biolégica era inferior, quando comparado com a agricultura tradicional
(Rodriguez-Mateos et al., 2011). Os mirtilos produzidos em agricultura bioldgica

continham maior teor de acido clorogénico (Rodriguez-Mateos et al.,, 2011) e de
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antocianinas, nomeadamente delfinidina 3-galactésido, delfinidina 3-glucésido,
delfinidina 3-arabindsido, petunidina 3-galactdsido, petunidina 3-glucésido e

malvidina 3-arabinoésido.

3.9.4. Clima e Fatores ambientais

A mudanca climatica estd a tornar-se um problema mundial, e stresses
abidticos como secas, calor ou frio, salinidade do solo, aumento dos niveis de ozono
e excesso de raios UV podem provocar perdas globais na producdo agricola. A
exposicao a estes fatores pode causar inUmeras alteracdes na fisiologia das plantas,
particularmente mudancas nas taxas fotossintéticas, alteragbes na captacdo e
utilizacdo de nutrientes e agua, que poderdo provocar alteracdes bioquimicas
significativas, como a variacao do teor de antioxidantes (Burritt, 2013).

Os fatores ambientais antes e depois da colheita podem influenciar
significativamente o0 contedudo antioxidante, nomeadamente o0s antioxidantes
fendlicos, visto serem mais sensiveis a fatores ambientais, como a disponibilidade
de agua, qualidade da luz e temperatura (Kalt, 2005).

As variagOes de temperatura estdo muito associadas a altitude dos locais, pois
quanto mais elevada for a altitude, maiores serdo os niveis de radiagdo UV, e
naturalmente de temperatura (Kriger & Josuttis, 2014). A latitude do lugar de
producdo também influenciara a temperatura, o comprimento do dia, e a qualidade
da luz, ou seja, a distribuicdo espectral da luz (Jaakola & Hohtola, 2010). O contetdo
em flavonoides, especialmente derivados da quercetina, parece aumentar com 0
aumento da temperatura (Jaakola & Hohtola, 2010).

Akerstrom et al. (2010) verificaram que o teor de antocianinas em mirtilos
produzidos em latitude norte continham maior teor em antocianinas que as
produzidas em latitude sul. As caracteristicas do clima a norte, como dias longos,
com temperaturas noturnas frias, tém um impacto positivo na biossintese de
flavonoides nas plantas (Jaakola & Hohtola, 2010). Para além disto, os teores de

acido ascorbico, acucar ou caroteno determinados em produtos horticolas criados
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em latitudes do norte eram superiores aos das latitudes mais a sul (Akerstrom et al.,
2010).

3.9.5. Data de colheita e estado de maturacao

Alteragbes que ocorrem durante o desenvolvimento dos frutos afetam a
qualidade nutricional e organolética dos pequenos frutos (Forney et al., 2012).

No mirtilo, uma vez iniciada a maturacédo, a cor da fruta muda rapidamente,
passando de bagas de tons rosa para completamente azul, devido ao aumento
substancial na concentracdo de pigmentos de antocianinas (Kalt et al., 2003). Os
mirtilos colhidos imediatamente apds exibirem cor azul (maturacdo comercial),
apresentaram menor atividade antioxidante e menor quantidade de antocianinas que

as bagas colhidas 49 dias apés a primeira colheita (Prior et al., 1998).

3.9.6. Condi¢cbes de armazenamento e processamento

Todas as frutas e vegetais, quando sujeitas a movimentacdo e armazenamento
por parte de produtores e/ou consumidores, podem sofrer alteracdes na integridade
dos seus fitoquimicos, prejudicando os seus beneficios nutricionais.

O desenvolvimento e aperfeicoamento de novos tratamentos para frutos de
baga apdés a colheita tem ganho novo destaque, e vdo desde a melhoria das
embalagens de filme, a aplicacdo de substancias que aceleram a sintese de
compostos bioativos nos frutos, aumentando assim o seu periodo de vida util
(Eichholz et al., 2015).

O &cido ascorbico é dos fitoquimicos mais sensiveis a perda/degradacao
durante o0 manuseamento e conservacado, enquanto que determinados carotenoides
e polifendis sdo mais estaveis, podendo mesmo aumentar em determinadas
condicbes de armazenamento (Kalt, 2005). O mesmo autor observou uma
acumulacdo de antocianinas em morangos e framboesas, quando os frutos foram

armazenados durante varios periodos a 20 °C.
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Reque et al. (2014) avaliaram a influéncia da congelacdo na atividade
antioxidante de mirtilos, e verificaram que ocorreu um aumento significativo no
terceiro més de armazenamento a -18°C. Por sua vez, o teor de antocianinas
diminuiu, possivelmente devido a oxidacdes e/ou reacdes de condensagdo com
outros compostos fenolicos. Quando armazenados a 4 °C ou congelados a -20 °C
durante 2 semanas, o teor de fendis, antocianinas e atividade antioxidante nos
mirtilos permaneceu intacto (Yuan et al., 2011).

O armazenamento em atmosfera controlada também apresenta efeitos
positivos na vida util das bagas, principalmente em frutos de primeira colheita em
comparacao com colheitas mais tardias (Hancock et al., 2008).
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[ll.  DESENVOLVIMENTO EXPERIMENTAL
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4. Material € Métodos

4.1. Colheita das amostras

Para a realizacdo deste trabalho foram usados mirtilos Vaccinium corymbosum
L., da cultivar Bluecrop, cultivados em modo de producdo convencional, em 5
localidades distintas. Os frutos analisados foram gentilmente cedidos por cinco
fornecedores diferentes: Biobaga, Sr. Borges, Eng?® Cecilia Palmeiro, Delicias do
Tojal e Terras Altas.

Os frutos foram colhidos manualmente, durante os meses de Junho e Julho de
2013, de plantas sadias e no estado de maturacdo correspondente a sua
comercializacdo: frutos com a tonalidade da coloracdo desenvolvida mas sem a
perda de turgéncia (figura 10). Foram colhidas amostras de aproximadamente 1 Kg
da cultivar Bluecrop em cada produtor. Os frutos foram colhidos no periodo da
manha, e foram colocados em embalagens de polietileno usadas na sua
comercializacdo, e transportados até ao laboratério da Escola Superior Agraria de

Viseu no escuro e sob refrigeracao.

Figura 10: Mirtilos no estado de maturacao
comercial: coloracdo completamente
desenvolvida, sem perda de turgéncia.

As determinacdes fisicas, a determinacdao da humidade, de TSS e acidez foram
efetuadas no préprio dia de colheita. Depois disso, o restante fruto foi congelado a

uma temperatura de -20 °C. As analises aos fendis totais, antocianinas, taninos e
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atividade antioxidante (ABTS e DPPH) ao fruto congelado foram efetuadas 6 meses

apos a congelacao.

4.2. Caracterizacéo dos locais de colheita

A figura 11 ilustra os locais onde foram realizadas as colheitas dos mirtilos.

Oliveira do
Hospital
(BOH)

Figura 11: Locais de recolha dos mirtilos

A tabela 4 apresenta as caracteristicas das plantacdes da cultivar Bluecrop,

nos 5 locais de colheita do fruto.

Tabela 4: Caracteristicas das plantacdes dos mirtilos colhidos para anélise

Idade da  Altitude de Data de Colheita*

Localidade planta producéo (ano 2013)
(anos) (metros)

Boucas — Sever do Vouga

(BBO) 20 463 11/07
Estarreja (BES) 4 45 2107
Oliveira do Hospital (BOH) 21 510 24/06
Queird — Vouzela (BQU) 4 450 22107
Coucieiro — Vila Verde

(BW) 28 125 2/07

*Diferentes datas de colheita, mas correspondeadsado normal de comercializagéo.
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4.3. Analises fisicas

No que concerne as andlises fisicas, estas foram realizadas aos mirtilos
frescos e foram considerados os parametros de cor, textura e calibre. Na avaliacéo
da cor e da textura foram utilizados 50 frutos, escolhidos aleatoriamente de um lote

de 1 kg. Na determinacéo do calibre foram usados 30 frutos do mesmo lote.

4.3.1. Cor

A cor é um dos atributos mais importantes nos alimentos, e, apesar de nao
refletir necessariamente o seu valor nutricional, sabor e valor funcional, determina a
sua aceitabilidade pelos consumidores. Como parametro de qualidade, a cor
influencia o valor de mercado do fruto destinado ao consumo em fresco, e determina
também a conformidade dos mirtilos destinados ao processamento.

A cor de 50 mirtilos frescos foi determinada com recurso a um colorimetro
(Chroma Meter — CR-400, Konica Minolta) no sistema de cor CIELab. Antes da
utilizacado do aparelho, procedeu-se a sua calibracdo, através de uma leitura sobre
um azulejo branco padrdo. Este sistema de cor foi desenvolvido em 1976, e a
localizacdo de qualquer cor no seu espaco de cor € determinada pelas suas
coordenadas de cor: L*, a* e b* (Figura 12). A dimensdo L* representa a
luminosidade, variando de preto (0) a branco (100), e a* e b* representam as
dimensdes de oposicéo de cor, com a* a variar de verde (-a) a vermelho (+a) e b* a
variar de azul (-b) a amarelo (+b).

e,

T P—

Figura 12: Sistema de cores
CIELab (L*a*b*)
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4.3.2. Textura

A avaliacao da firmeza dos frutos é principalmente usada para fins cientificos e
fornece informagédo sobre a capacidade de armazenamento e de resisténcia a leséo
do produto durante o seu armazenamento e comercializacdo (Chiabrando et al.,
2009).

Na determinacdo da textura foi usado um texturbmetro “Texture Analyser”,
modelo “TA.XT Plus” da “Stable Microsystems”, do Reino Unido. Foi usada uma
sonda cilindrica de 2 mm de diametro e uma célula de carga de 5 Kg. A velocidade
do teste foi de 1,0 mm/s, a velocidade pré-teste foi de 1,5 mm/s e pdés-teste foi de
10,0 mm/s. Os mirtilos foram sempre penetrados pelo lado sagital, e a firmeza dos

frutos foi avaliada pela resisténcia da pele a penetracdo da sonda.

4.3.3. Calibre

A medicdo do calibre foi efetuada em 30 frutos frescos, escolhidos

aleatoriamente do lote de 1 kg, com o auxilio de um paquimetro.

4.4. Analises quimicas

As analises quimicas efetuadas as amostras de mirtilo recolhidas foram: a
humidade, a acidez titulavel (AcT), o teor de sdlidos sollveis (SST), o teor de fendis
totais (FT), taninos (TAN) e antocianinas totais (ANT) e a atividade antioxidante total
(AAT) pelos métodos de FRAP, DPPH e ABTS.

4.4.1. Humidade

Para a determinacdo da humidade utilizou-se o método de perda de peso apos
desidratacdo até se obter peso constante, recorrendo a uma balanca de halogéneo
(Mettler Toledo, HG53), a uma temperatura de 120 °C. As amostras analisadas
apresentavam-se com uma massa compreendida entre 0,2 g e 0,5 g. O processo foi

repetido 3 vezes para cada amostra.
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4.4.2. Determinacado da acidez titulavel (AcT)

A determinacédo da acidez dos mirtilos foi avaliada segundo a NP-1421. O
meétodo baseia-se na titulagdo da amostra com uma solucédo de hidroxido de sodio
de concentracédo 0,1 M, usando como indicador a fenolftaleina, na qual se determina
0 ponto de equivaléncia através da medida do pH da solucéo.

Os resultados séo expressos em mg de &cido citrico por 100g de amostra.

4.4.3. Determinacao do teor de sélidos soltveis (gr  au Brix)

A determinacdo do grau Brix € usada como referéncia de ponto de colheita e
consumo para a maioria das frutas, especialmente para as néo-climatéricas. Este
grau Brix indica a percentagem de solidos solUveis no sumo do fruto. Este parametro
pode ser influenciado por varios fatores nos quais se incluem, a variedade, regido de
cultivo, fatores climatéricos e estado de maturacdo (Turkmen & Eksi, 2011). Cada
grau Brix corresponde a 1 g de solidos soluveis/acucares por 100 g de sumo. O
sumo extraido de 4 a 5 bagas de cada localidade foi utilizado para determinar a
concentracéo de solidos soluveis, através de um refratbmetro manual, com corregdo

de temperatura.

4.5. Preparacéo de extratos

Os compostos fendlicos presentes nos frutos foram extraidos segundo
adaptacao do método proposto por Ferreira et al. (2002).

Os mirtilos foram macerados e sujeitos a 4 extragbes sucessivas. As duas
primeiras extracdes realizaram-se com uma solucdo de metanol:acido acético (98:2),
e as seguintes com uma solucdo de acetona/agua (60:40), durante 1 hora, com
agitacdo magnética a temperatura ambiente. O procedimento executado originou 2
extratos de metanol (1° extrato de metanol — 1E-M e 2° extrato de metanol — 2E-M),
e 2 extratos de acetona (1° extrato de acetona — 3E-A e 2° extrato de acetona — 4E-

A), mantidos a uma temperatura de -20 °C até serem analisados.
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4.5.1. Determinagéo dos fendis totais pelo método F  olin-Ciocalteu

O ensaio Folin-Ciocalteu baseia-se na reducéo a pH alcalino do heteropoliani&o
molibdotungnesteniofosforico do reagente de Folin-Ciocalteu, efetuada pelos
compostos fendlicos, na forma de ido fenolato da amostra e que origina o
aparecimento de um produto azul com um méaximo de absor¢do a 760 nm, sendo a
intensidade da coloracdo desenvolvida proporcional ao teor em compostos fendlicos
(Singleton et al., 1999). E um método simples, sensivel e preciso mas pode sofrer
interferéncias de outros componentes da amostra que possam igualmente reagir
com o reagente de Folin-Ciocalteu como, por exemplo, adenina, adenosina, alanina,
acido aminobenzoico, acido ascorbico, benzaldeido, cisteina, creatinina, histamina,
histidina, indole, frutose, sacarose, sulfito de sodio, sulfato de ferro entre outros
(Prior et al., 2005).

Para a determinacdo dos fendis totais utilizou-se o método descrito por Slinkard
& Singleton (1977). Num tudo juntaram-se 125 pl de amostra com 0,75 mL de agua
destilada e 125 pL de reagente Folin Ciocolteau. Ao fim de 6 minutos adicionaram-se
2 mL de carbonato de sodio a 5%, e colocaram-se 0s tubos no escuro, a
temperatura ambiente. Posteriormente leu-se a absorvancia (Abs) de 760 nm num
espetrofotdmetro UV mini — 1240, SHIMADZU.

Todas as amostras foram analisadas em triplicado, tendo a concentracdo em
fendis sido determinada por interpolacdo de uma curva de calibracdo (figura 13),
preparada da forma ja descrita mas substituindo as amostras por solu¢des de acido
géalico com concentragdes entre os 0,04 e 0s 0,5 g/L.

Os resultados finais foram expressos em miligramas de equivalentes de acido

galico (EAG) por grama de massa fresca de amostra.
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Figura 13: Curva de calibrag@o obtida com padrdes de acido gélico,
utilizada na determinacao do teor em fendis totais.

4.5.2. Determinacdo das antocianinas totais

A guantificagdo das antocianinas totais foi efetuada através do método de
Boulton (2001). Este método baseia-se na transformacéo estrutural reversivel em
funcdo do pH que as antocianinas monomeéricas sofrem e que leva a obtencao de
diferentes espectros de absor¢do. Assim, a pH 1, a forma predominante é a de
oxo6nio colorido, enquanto a pH 4,5 a forma predominante € a de hemiacetal sem
coloracao (figura 13).

Colocaram-se 100 pl de amostra num baldo de diluicdo de 5 mL, perfazendo-se
com uma solucéo previamente preparada com 1 mL de HCI, 70 mL de etanol e 30
mL de agua destilada. Homogeneizou-se a amostra e procedeu-se a leitura da
absorvancia a 540 nm. As amostras foram analisadas em triplicado tendo o teor em
antocianinas no extrato, expresso em mg equivalentes de cianidina-3-glucésido, sido

determinado recorrendo a seguinte expressao:

Antocianinas Totais (mg/L) = Abss4 X 16,17 X FD.
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Os resultados finais foram expressos em miligramas de equivalentes de

cianidina-3-glucoésido por 100 gramas de massa fresca de amostra.

4.5.3. Determinacao dos taninos totais

Os taninos totais foram estimados de acordo com o método descrito por
Ribereau-Gayon & Stonestreet (1966).

Preparou-se inicialmente numa baldo de diluicAo, uma solugdo padrdo
composta por 200 mL de HCI, 200 mL de butanol e 60 mg de sulfato de ferro
hexahidratado. Seguidamente adicionou-se num tubo, 2 mL da amostra diluida e 6
mL da solugcao padrao preparada anteriormente, e homogeneizou-se muito bem. O
conteudo do tubo foi dividido igualmente em dois tubos de ensaio, cada um com 4
mL. Um dos tubos foi colocado em banho-maria a 100°C e o outro foi colocado no
escuro a temperatura ambiente, durante 30 minutos. Findo este tempo, procedeu-se
a leitura da absorvancia de ambos os tubos (Abs; e Abs;) a 540 nm.

As amostras foram analisadas em triplicado tendo o teor em taninos totais no

extrato sido determinado recorrendo a seguinte expressao:

Taninos Totais (g/L) = (Abs, — Abs;) x 0,1736 x FD

Em que: Abs; = Absorvancia obtida da leitura da amostra aquecida a 100°C
durante 30 minutos. Abs, = Absorvancia obtida da leitura da amostra mantida no
escuro a temperatura ambiente.

Os resultados finais foram expressos em miligrama por grama de massa fresca

de mirtilo.

4.5.4. Avaliacao da atividade antioxidante

A determinacdo da atividade antioxidante total (AAT) dos mirtilos foi efetuada
utilizando trés métodos: o método do DPPH’, adaptado do método descrito por
Brand-Williams et al. (1995), o0 método do ABTS™ adaptado do método descrito por
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Re et al. (1999) e o método de FRAP de acordo com o descrito por Benzie e Strain

(1996). Todas as determinacdes foram efetuadas em triplicado.

)] Avaliacao da atividade antioxidante pelo método FRAP

Para a determinacdo da atividade antioxidante foi utilizado o método de
reducado do ido ferro (FRAP), descrito por Benzie & Strain (1996) com modificagbes
apresentadas por Deighton et al. (2000). Este método baseia-se na capacidade dos
antioxidantes (redutores) presentes na amostra reduzirem, em meio acido (pH=3,6),
o complexo Fe**/tripiridiltriazina (TPTZ), originando Fe* /tripiridiltriazina, de cor azul

(figura 14), que apresenta uma absor¢cdo maxima a 593 nm.

QQ%.“\N:' S

. N\*‘N =N N N
=

=
Fe2+
NT 4 NP

Fed*
NTSNT ) N |
/N | | N/ /N | = Ej\ /LO
= S Antioxidant

Ferric tripyridyltriazine (re) Ferrous tripyridyltriazine
(Fe®*-TPTZ) complex (Fe2*-TPTZ) complex
Intense blue color

Figura 14: Formacédo do complexo (Fe2+ -TPTZ) ap6s reducdo do Fe3+ por

um antioxidante (adaptado de Moon e Shibamoto, (2009))

O reagente FRAP foi preparado no momento da utiliza¢do, adicionando 25 mL
de tampéo acetato 0,25 M (pH 3,6), 2,5 mL de TPTZ (10 mM) em HCI (40 mM) e 2,5
mL de cloreto de ferro (lll) (FeCI3.6H20, 20 mM). O ensaio iniciou-se com a adicao,
num tubo de ensaio, de 3,0 mL do reagente FRAP, preparado de fresco e pré-
aguecido a 37°C, com 300 pL de agua e 100 pL de cada um dos extratos. As
misturas foram incubadas no escuro durante 4 minutos a 37°C.

As amostras foram analisadas em triplicado, tendo a atividade antioxidante sido
determinada por interpolacdo de uma curva de calibracdo (figura 15), utilizando

como padréo o Trolox, em concentracdes a variar entre 0,16 e 2,80 mmol/L.
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Figura 15: Curva de calibragdo elaborada com padrdes de Trolox usada na
determinacgédo da atividade antioxidante pelo método FRAP.

Os resultados foram expressos em miligrama de equivalente trolox por cada

grama de massa fresca de mirtilo.

i) Avaliacdo da atividade antioxidante pelo método DPPHe

Para a determinacdo da atividade antioxidante pelo método do DPPHe foi
utilizada a metodologia descrita por Brand-Williams (1995). Este ensaio tem como
base a reducédo do radical (DPPHs) (figura 16), que ao fixar um He (removido pelo
antioxidante em estudo) origina uma diminuicdo da absorvancia, permitindo calcular,
apos o estabelecimento do equilibrio da reacdo quimica, a quantidade de
antioxidante gasta, capaz de reduzir 50% do radical DPPHe. Na presenca de uma
substancia capaz de lhe doar um atomo de hidrogénio, o DPPHe transforma-se na

sua forma reduzida (DPPH) perdendo a cor violeta da solucéo original.

DPPH® + AH — DPPH-H + A®
DPPH® + Re — DPPH-R

Figura 16: ReacbGes que ocorrem na
reducdo do radical DPPHe Adaptado de
Brand-Williams, 1995
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Elaborou-se uma curva de calibracdo utilizando como padréo (figura 17),
solucdes de Trolox, com concentracdes de 0,01 a 0,1 g/L.

60

y = 569,26x - 1,1532 -
Rz = 0,9924

% inibicdo
= N w N al
o o o o o
L)

o

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Concentracao ET (g/L)

Figura 17: Curva de calibracdo elaborada com padrdes de Trolox usada
na determinacao da atividade antioxidante pelo método DPPH.

A percentagem de inibicdo das amostras foi determinada pela utilizacdo da
seguinte férmula:

Ag-A
% inibicdo = ——

x100
0

Em que: Ap = Absorvancia do tubo de Controlo (Branco).

Asg = Absorvancia da amostra ao fim de 30 minutos no escuro.

i)  Avaliacdo da atividade antioxidante pelo métod o ABTS™

A atividade antioxidante do mirtilo foi também analisada pelo método de ABTS
descrito por Re et al, (1999). O método do ABTS™ (2,2-azinobis-(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)) baseia-se na geracdo de um catido radicalar
(ABTS™) através da reacdo entre o ABTS e o persulfato de potassio originando uma
solugcdo azul-esverdeada, com capacidade de absorver a 734 nm. A adigdo de
substancias com poder antioxidante a solugdo com o ABTS™ provoca uma alteragéo

estrutural que se traduz na descoloracédo e perda da capacidade de absorver nesse
comprimento de onda (Magalhaes et al., 2005).
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O ABTS®" é gerado pela reagdo de 7 mM de ABTS em agua com 2.45 mM de
K203S; e misturados na proporcéo de 1:1 (figura 18).

HO3S s s SOzH
L
N N
| |

CHoCHs CHzCHg

ABTS

+ K28,04 (potassium persulfate)

N
HO4S S S SOsH | o
>= N—N =<
N N
| |

CH,CH; CH,CHz

ABTS *

Figura 18: Formacdo do Radical
ABTS®*" (Adaptado de Moon and
Shibamoto (2009)

Esta solugdo é mantida ao abrigo da luz durante 12 a 16 horas, por forma a
assegurar que a reacao ocorra na sua totalidade. ApOs este periodo de espera é
efetuada uma diluicdo com etanol até a obtencdo de uma absorvancia a 700 nm.

Foi elaborada uma curva de calibracédo, apresentada na figura 19, utilizando
como padrao, solugdes de Trolox, com concentragdes de 0,01 e 0,12 g/L.

100
90 y = 735,78x + 0,4087 =
80 R%=0,992 -
70
60 =
50
40
30 9
20
10
0
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14
Concentragdo ET (g/L)

% inibigao

Figura 19: Curva de calibracdo elaborada com padrbes de Trolox
utilizada na determinacao da atividade antioxidante pelo método ABTS.
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4.6. Tratamento estatistico

Os resultados foram sujeitos a uma analise recorrendo ao software SPSS,
versao 21, e as comparacgdes entre grupos para todos os parametros avaliados
foram testadas pelos testes t de student, One Way — ANOVA, Kruskal Wallis (KW) e
U Mann Whitney (UMW) sendo o nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

Foram ainda calculados os coeficientes de correlacdo (r) de Pearson para
determinacao das relagcdes existentes entre as diversas propriedades avaliadas.
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO
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5. Apresentacao e Discussao de Resultados

5.1. Caracterizacgao fisico-quimica dos frutos

A tabela 5 mostra os resultados das propriedades fisico-quimicas avaliadas,
nomeadamente a humidade relativa, o teor de soélidos sollveis totais, a acidez

titulavel e o indice de maturacéo, calculado pela relacdo entre o teor de SST e AcT.

Tabela 5: Caracterizacao fisico-quimica dos mirtilos avaliados

1 2 AcT? (mg ac. 4
Amostras H™ (%) SST (%) o IM
citrico/100 g amostra)
BBO 78,37%+1,93 11,78%+0,54 0,70%+ 0,06 16,83 £1,94
BES 76,17%+1,64 14,65 °+ 0,48 0,56%+0,07 26,62 + 2,49
BOH 76,59+ 0,88 9,30°+1,09 0,79%+0,04 11,80 +£1,70
BQU 77,91%+361 13,64°+0,88 0,62%+0,07 22,24 + 3,05
BVV 82,79%+0,17 13,05°+0,26 0,75%+0,10 17,65 £ 2,07

Média + desvio padréo de 3 réplicas; ‘H = Humidade; SST = Sélidos sollveis totais; *AcT = Acidez
total; “IM = indice de maturagdo (= SST/Acidez).

Médias com letras diferentes na mesma coluna séo significativamente diferentes de acordo com o
teste KW (p<0,05).

Pela andlise da tabela 5 verificou-se que para os valores de humidade, a
amostra BVV foi a que apresentou mais percentagem, 82,79 %, e as amostras BOH
e BES as que apresentaram menor valor de humidade, 76,59 % e 76,17%
respetivamente. Os valores estdo de acordo com os descritos por Prior et al. (1998),
que reportam valores de matéria seca de 24,1% para a mesma cultivar. Diaz et al.
(2011) também determinaram o conteudo de humidade nas cultivares Duke e
Briggitte, cultivadas no Chile, e obtiveram valores superiores aos descritos, cerca de
84+2%.

Relativamente aos valores em acucares (SST), estes variaram entre 9,30% e
14,65%. A amostra BOH obteve o valor mais baixo (9,3%), seguida da amostra BBO

(11,78%). Por outro lado, as amostras BES e BQU obtiveram teores de SST mais
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elevados, 14,65% e 13,64% respetivamente. De acordo com o teste Kruskal Wallis
(KW) (p<0,01), todas as amostras diferirem significativamente entre si. Carreira
(2012) reportou valores de SST de 10,4% para a cultivar Bluecrop cultivada na
regido portuguesa de Sever do Vouga. Giundiuz et al. (2015) também avaliou o
conteudo de solidos sollveis para a mesma cultivar durante 3 colheitas consecutivas
(2010, 2011 e 2012), e apurou valores entre 12,5% e 13,4%. Também Castrejon et
al. (2008) estudou a evolucao do teor de SST durante o amadurecimento de baga da
cultivar Bluecrop, e obteve valores proximos de 14% no final na maturagéo.

Pelo contrario, os valores obtidos para a acidez sdo superiores na amostra
BOH, 0,79 mg acido citrico/100 g fruto fresco, e inferiores na amostra BES, 0,56 mg
acido citrico/100 g fruto fresco. A acidez titulavel apresentou uma correlacdo
negativa com o SST, sendo o seu coeficiente de correlacdo linear de 0,67, ou seja, a
medida que a acidez diminui, o teor de SST aumenta.

Pela anélise do indice de maturacdo, comprovou-se que a amostra BES se
encontrava num estado de maturacdo superior (26,62), seguida da amostra BQU
(22,24) e BVV (17,65). Hancock et al. (2008) reportaram indices de maturacao
inferiores aos obtidos, cerca de 11,3 para a cultivar Elliott. Castrejon et al. (2008)
também o indice de maturacdo durante o amadurecimento dos frutos da cultivar
Bluecrop. Os autores apuraram que durante as transformacdes de cor do fruto, ou
seja, durante o amadurecimento, o indice de maturagdo aumentava cerca de 4,5
vezes, evoluindo de 5 para 22. Pela andlise dos valores relativos ao indice de
maturacdo, podemos constatar que apesar de todas as amostras se encontrarem
num estado de maturacdo considerado pelos produtores, como adequado a

comercializacao, o valor do indice de maturacao variou bastante.
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A tabela 6 apresenta os resultados para o calibre, area de superficie dos

mirtilos e parametros de textura avaliados (firmeza da pele e elasticidade).

Tabela 6: Valores de textura e calibre obtidos para as diferentes amostras

AMostras Calibre Ar,ea de , Firmeza da pele Elasticidade
(cm) superficie (cm ) (N) (mm)
SO 2,54 15,43° £2,75 2,54% 40,53
BES  1057£015 3,46 12,19"+1,65 2,18° +0,41
EE 4,30 14,39° +2,06 2,51°40,42
BQU  1,007£0.17 3,14 11,24°#1,90 2,41910,41
B GREREGIE 2,66 11,83° 1,79 2,47°0,63

Média + desvio padréo de 3 réplicas; *calculo da area de superficie (AS) (cm?)
Médias com letras diferentes sao significativamente diferentes de acordo com o teste ANOVA
(p<0,001).

Para os valores do calibre, pode verificar-se que as amostras ndo apresentam
diferencas significativas entre si (p<0,001), sendo a amostra BOH a que obteve o
maior valor médio, 1,17 cm, seguida da amostra BES (1,05 cm), BQH (1,00 cm),
BVV (0,95 cm) e por ultimo a BBO (0,90 cm). A area de superficie também foi maior
na amostra BOH, 4,30 cm?. Estes valores encontram-se abaixo dos relatados para a
mesma cultivar por Prior et al. (1998).

No que diz respeito a elasticidade, verificou-se que a amostra BES foi a que
obteve menor valor médio, 2,18 mm, e por sua vez a amostra BOH a que obteve
valor superior, 2,54 mm. De acordo com o teste ANOVA (p<0,001) as amostras
diferem significativamente entre si. Na tabela 5 ainda € possivel observar os
resultados para a firmeza da pele dos mirtilos. A amostra BBO apresentou a maior
firmeza (15,43 N), seguido pela amostra BOH (14,39 N). Por outro lado, as amostras
de BVV e BQU foram aquelas que obtiveram os menores valores para a firmeza,
11,83 N e 11,24 N, respetivamente. Chiabrando et al. (2009) avaliaram a textura da
cultivar Bluecrop durante a conservagdo pos-colheita, e obtiveram valores

semelhantes aos obtidos.
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Na tabela 7 apresentam-se os valores médios dos diferentes parametros de cor

obtidos para cada amostra de diferentes localidades.

Tabela 7: Valores dos pardmetros de cor para as amostras de diferentes

localidades

Amostras L* a* b*
BBO 33,882+4,18 0,52°+0,93 -6,19% + 1,85
BES 36,38 +2,54  0,09°+0,38 7,77°+1,20
BOH 34,56°+2,01  0,31°+0,43 -7,76°+0,88
BQU 36,79+3,14  -0,02°+0,46  -7,329+1,20
BVV 31,08°+2,67 0,62°+0,91 -5,02° +1,51

Média * desvio padrdao de 3 réplicas; Médias com letras diferentes sao
significativamente diferentes de acordo com o teste ANOVA (p<0,001).

Pela analise da tabela, pode verificar-se que a luminosidade das amostras é
inferior a 50, o que indica que os mirtilos s&o escuros. As amostras BQU e BES
obtiveram valores mais elevados, 36,79 e 36,38 respetivamente. Por sua vez, as
amostras BBO e BVV obtiveram valores de luminosidade ainda mais proximos da
coloracéo preta, 33,88 e 31,08 respetivamente.

Em relagdo a coordenada a* os valores sdo em geral positivos, indicando a
predominéancia da coloracdo vermelha em detrimento da verde, com a excecao da
amostra BQU, que apresentou valores proximos de zero. A amostra BVV foi a que
apresentou uma tonalidade vermelha mais elevada, 0,62, seguida da amostra BBO,
com 0,52. Observou-se ainda que os valores da coordenada b* sdo negativos, isto &,
hé& predominancia da coloragcdo azul em detrimento da amarela. As amostras BES,
BOH e BQU apresentaram os valores mais negativos, 7,77, 7,76 e 7,32, indicando
uma coloracdo azul mais intensa para estas amostras. Estes resultados vao de
encontro os obtidos por Saftner et al. (2008) e Silva et al. (2005). Também Giovanelli
& Buratti (2009) avaliaram os parédmetros colorimétricos da cultivar Bluecrop,
cultivada a 700 metros de altitude em Italia. Os valores de L* obtidos neste trabalho
estdo de acordo com os referidos pelos autores citados (34,9), no entanto os valores

das coordenadas a* e b* sdo mais baixos que os reportados, 0,74 e -3,26

49

IV. Resultados e Discussao



Influéncia da localizagédo geogréfica de producao nas propriedades de mirtilos Vaccinium

corymbosum L. cv. Bluecrop

respetivamente. Contudo, outros autores reportam valores mais elevados para a
coordenada L*, entre 60 e 70 para as cultivares Star, Centurio, Elliot, Briggitte e
Duke (Matiacevich et al., 2011).

5.2. Conteudo em fendis totais

5.2.1. Conteudo em fenadis totais nos frutos frescos

A figura 20 apresenta o teor de fendis totais, expressos em miligramas de
equivalentes de acido galico (EAG) por grama de fruto fresco, obtidos nos extratos

de metanol e acetona/dgua, das cultivares Bluecrop colhidas nas diferentes

localidades.
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Figura 20: Valores dos fendis totais nos extratos de metanol e acetona.
(Legenda: 1E-M — 1° extrato de metanol; 2E-M — 2° extrato de metanol; 3E-A — 1°
extrato de acetona; 4E-A — 2° extrato de acetona.)

Pela analise da figura, € possivel observar que o0s primeiros extratos do
solvente de metanol e acetona (1E-M e 3E-A) obtiveram maior quantidade de
compostos fendlicos, quando comparados com 0s segundos extratos de cada
solvente (2E-M e 4E-A). Para além disso, 0s extratos de metanol apresentaram
valores de compostos fendlicos estatisticamente (teste t de student, p<0,001)
superiores aos dos extratos de acetona. Em geral, o teor de fendis extraidos com
metanol representavam entre 70-74% do total quantificado, exceto no caso da
amostra BOH, em que apenas representava 58%.
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A amostra BQU foi a que obteve maior conteudo fendlico nos extratos 1E-M e
3E-A, 3,76 e 1,12 mg EAG/g fruto fresco, respetivamente, seguida da amostra BES.
Por sua vez, a amostra BOH foi a que obteve resultados inferiores também em
ambos os tipos de solvente, sendo os valores de 1,77 mg EAG/g fruto para os
extratos de metanol (1E-M e 2E-M) e 1,29 mg EAG/g fruto para os extrato de
acetona (3E-A e 4E-A).

O total de fenois de cada fruto foi obtido, pela soma dos teores quantificados
nos 4 extratos. Os resultados mostraram que a amostra produzida na regido de
Vouzela (BQU) continha a maior quantidade de fendis totais (5,85 mg EAG/g fruto
fresco), seguida da amostra de Estarreja com 5,18 mg EAG/g amostra. Pelo
contrario, a amostra cultivada na regido de Oliveira do Hospital (BOH) apresentava o
valor mais baixo de compostos fendlicos (3,06 mg EAG/g fruto). Os resultados
obtidos para as amostras BBO, BES, BQU e BVV encontram-se acima dos
apresentados por Howard et al. (2003), Moyer et al. (2002) e Gunduz et al. (2015)
3,24 mg EAG/g, 3,04 + 15 mg EAG/g e 1,44 mg EAG/g respetivamente, para a
mesma cultivar. Estas diferencas podem ser reflexo do sistema de producao,
condi¢cbes ambientais ou do estado maturacao do fruto (Prior et al., 1998) aquando a
colheita. Wang et al. (2008) observaram para a variedade de v. corymbosum
Bluecrop, quando cultivada em condi¢cdes de agricultura bioldgica, valores de fenois
totais quase duas vezes superiores aos valores obtidos em modo de agricultura
convencional, 3,19 mg EAG/g e 1,90 mg EAG/g frutos fresco, respetivamente. Por
outro lado, Dragovic-Uzelac e colaboradores (2010) verificaram diferengas
significativas entre o ano de producéo de 2006 (3,68 mg EAG/g amostra) e de 2007
(2,92 mg EAG/g amostra), da variedade Bluecrop, o que demonstra a importancia do
fatores climaticos, entre outros, na composicdo fendlica dos mirtilos. A intensidade
da radiacdo UV pode também ser um fator capaz de influenciar a composicao
fendlica, provocando mesmo o aumento destes compostos (Eichholz et al., 2011).
Outra das explicacfes possiveis para a grande diversidade de valores obtidos para a
mesma cultivar, pode ser a amplitude térmica diaria, ou seja, diferenca entre as
temperaturas minimas e maximas alcancadas durante o dia, e que pode influenciar

expressivamente a producdo de compostos fendlicos (Granelli et al., 2012).
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Dentro do grupo das pequenas bagas, Granelli et al. (2012) descreveram
valores médios em compostos fendlicos de 2,36 mg EAG/g em amoras, e de 0,90
mg EAG/g em framboesas. Ngo et al. (2007) reportaram também para 0 morango
valores de fenois totais de 1,18 mg EAG/g fruto. Estes valores sdo bastante
inferiores aos obtidos para os mirtilos analisados, demonstrando assim que, dentro
do grupo das pequenas bagas, podem ser considerados uma importante fonte de
compostos bioativos.

5.2.2. Comparacéo do teor de fenois entre os frutos  frescos e congelados

A figura 21 apresenta o valor de fendis totais presentes nos mirtilos a data da

colheita e apos seis meses conservados no congelador a -20°C.
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Figura 21: Variagdo de fenois totais no fruto congelado em
relacdo ao fruto fresco. (Legenda: MC6 - mirtilo congelado 6
meses; MF - mirtilo fresco).

Pela figura 21 é possivel observar que, no caso das amostras BES, BBO e
BOH, a quantidade de fendis presentes nas amostras congeladas era superior as
amostras em fresco. Na amostra BQU e BVV, os valores de fendis totais diminuiram
no fruto congelado, 19% e 12% respetivamente. A amostra BQU mostrou uma maior
variacéo entre o fruto fresco (5,85 mg EAG/Qg) e o fruto congelado, (4,51 mg EAG/Q).

Por outro lado, a amostra BES apresentava um teor de fenois mais elevado apés a
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congelacdo (5,92 mg EAG/g) quando comparado com o fruto fresco (5,18 mg
EAG/g). No entanto, todas estas diferencas ndo eram significativas do ponto de vista
estatistico.

A mesma tendéncia foi verificada por Yuan et al. (2011) relativamente a
variacdo de fendis totais em cultivares do grupo Rabbiteye, durante o
armazenamento a temperatura de congelagéo (-20°C) durante 2 semanas. Os
autores verificaram aumentos de 40% e 11% para as cultivares Tifblue e

Premier.

5.3. Atividade antioxidante

5.3.1. Atividade antioxidante dos frutos em frescos

A figura 22 ilustra os resultados obtidos para a atividade antioxidante
determinada pelo método de DPPH expresso miligramas equivalentes de trolox (ET)

por grama de fruto fresco.
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Figura 22: Atividade antioxidante dos extratos de metanol e acetona
das amostras da cultivar Bluecrop, avaliadas pelo método de DDPH
expressos em equivalentes de Trolox. (Legenda: 1E-M — 1° extrato de
metanol; 2E-M — 2° extrato de metanol; 3E-A — 1° extrato de acetona 4E-A —
2° extrato de acetona).

Pela analise da figura 22, constata-se que os extratos 1E-M que apresentavam
maior atividade antioxidante eram os da amostra BES (2,29 mg ET/g), BBO (1,91 mg
ET/g) e BQU (1,87 mg ET/g), sendo que a menor atividade antioxidante foi

observada na amostra BOH (0,57 mg ET/g). Relativamente ao primeiro extrato de
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acetona/agua (3E-A), a amostra de Queird (BQU) obteve maior atividade
antioxidante, 0,88 mg ET/g, e a amostra BOH apresentou novamente uma atividade
antioxidante inferior, 0,36 mg ET/g fruto.

Analisando de forma conjunta os valores obtidos, a amostra de Queira (BQU)
obteve maior atividade antioxidante total, 3,15 mg ET/g fruto, seguida da amostra de
Estarreja (BES), 3,03 mg ET/g fruto. As amostras de Vila Verde (BVV) e Oliveira do
Hospital (BOH) apresentaram resultados inferiores, 1,97 mg ET/g fruto e 1,03 mg
ET/g fruto respetivamente. Os resultados obtidos, indicam ainda que os extratos de
metanol (1E-M e 2E-M), representavam entre 55% e 76% do total de atividade
antioxidante quantificado. No método de DPPH também foram encontradas
diferencas significativas (p=0,047) entre todas as amostras analisadas.

A figura 23 apresenta os resultados obtidos para a atividade antioxidante
determinada pelo método ABTS. Em geral, os valores absolutos de atividade
antioxidante eram mais elevados em relagédo aos do DPPH. A mesma tendéncia foi
descrita por Thaipong et al. (2006), que obtiveram, em goiabas, valores absolutos de
atividade antioxidante determinada pelo método do ABTS superiores aos obtidos
pelo método DPPH.
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Figura 23: Atividade antioxidante dos extratos de metanol e acetona das
amostras da cultivar Bluecrop, avaliadas pelo método de ABTS
expressos em equivalentes de Trolox. (Legenda: 1E-M — 1° extrato de
metanol; 2E-M — 2° extrato de metanol; 3E-A — 1° extrato de acetona; 4E-A — 2°
extrato de acetona).

54
IV. Resultados e Discussao



Influéncia da localizacédo geogréfica de producédo nas propriedades de mirtilos Vaccinium

corymbosum L. cv. Bluecrop

Pela analise da figura 23 verifica-se que também no método ABTS, nos
extratos metandlicos (LE-M e 2E-M), a amostra BES foi a que obteve maior atividade
antioxidante, e a BOH a menor, com 3,17 mg ET/g e 1,61 mg ET/g respetivamente.
Em relacdo ao extrato 3E-A, a semelhanca dos extratos metandlicos, a amostra de
Estarreja (BES) obteve o valor mais elevado, 0,97 mg ET/g fruto, seguida da
amostra de Boucgas (BBO) com 0,93 mg ET/g fruto). Por sua vez, as amostras BOH
e BVV apresentaram os valores mais baixos, 0,72 mg ET/g e 0,70 mg ET/g
respetivamente.

De acordo com o teste t-student, existiram diferengas altamente significativas
(p<0,001) entre os extratos, nos métodos DPPH e ABTS. A atividade antioxidante
dos extratos de metanol era sempre superior aos extratos de acetona,
representando cerca de 70%. A ordem do extrato também apresenta diferencas
significativas (p<0,001) nos dois os métodos, onde a atividade antioxidante nos
primeiros extratos de metanol e acetona era superior aos restantes.

No global, os valores obtidos pela soma dos 4 extratos, a amostra BES e a
amostra BBO obtiveram valores de atividade antioxidante mais elevadas, 4,34 mg
ET/g e 3,97 mg ET/g fruto respetivamente. Pelo contrario, a amostra BOH obteve o
valor mais baixo, 2,56 mg ET/g.

Os resultados descritos estdo de acordo com Ehlenfeldt & Prior (2001), Howard
et al. (2003) e Connor et al. (2002), para frutos da cultivar Bluecrop produzidos em
diversos estados dos EUA. Nos resultados obtidos pode verificar-se que, os frutos
provenientes de Oliveira de Hospital (BOH) possuiam um calibre superior as
restantes amostras, 1,17 cm, e por sua vez, apresentavam também uma capacidade
antioxidante menor. Connor et al., (2002d) verificaram bagas colhidas em 2 anos
consecutivos (1998 e 1999), que aquelas que possuiam maior tamanho,
apresentavam atividade antioxidante inferior. Este fato devera estar relacionado com

a maior atividade antioxidante relativa da pele dos frutos comparada com a da polpa.

A figura 24 mostra a atividade antioxidante para os mirtilos determinada pelo
método de FRAP.
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Figura 24: Atividade antioxidante dos extratos de metanol e acetona
das amostras da cultivar Bluecrop, avaliadas pelo método de FRAP
expressos em equivalentes de Trolox. (Legenda: 1E-M — 1° extrato de
metanol; 2E-M — 2° extrato de metanol; 3E-A — 1° extrato de acetona; 4E-A —
2° extrato de acetona).

Pela andlise da figura verificou-se que, a semelhanca do método DPPH e
ABTS, o primeiro extrato de metanol (1E-M) era o que possuia maior atividade
antioxidante, seguido do primeiro extrato de acetona (3E-A). A figura mostra que
amostra BBO foi a que obteve resultados mais elevados de atividade antioxidante,
sendo 11,54 mg ET/g fruto fresco para o extrato 1E-M e 4,91 mg ET/g de fruto para
0 extrato 3E-A, seguida da amostra de Estarreja (BES) com 11,31 mg ET/g no 1E-M
e 4,30 mg ET/g para o extrato 3E-A. Por sua vez, a amostra BOH apresentou os
valores mais baixos, 5,88 mg ET/g para o extrato 1E-M e 3,19 mg ET/g para o
extrato 3E-A.

A atividade antioxidante total dos mirtilos provenientes das diferentes
localidades variou entre 19,83 mg ET/g e 9,99 mg ET/g, existindo diferencas
estatisticamente significativas entre si (p<0,03). Pela soma dos extratos obtidos,
podemos verificar que a amostra BBO, BES e BQU obtiveram os valores para a
atividade antioxidante mais elevados, 19,83 mg ET/g, 17,34 mg ET/g e 17,01 mg
ET/g respetivamente. A semelhanca do método DPPH e ABTS a amostra de Oliveira
do Hospital (BOH) obteve também os valores de atividade antioxidante total mais
baixos, 9,99 mg ET/g fruto fresco.
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Os valores de FRAP encontram-se acima dos valores reportados por Moyer et
al. (2002) para a mesma cultivar, produzida nos EUA, 8,6 mg TE/g. Giovaneli &
Buratti (2009) também observaram a atividade antioxidante da Bluecrop pelo método
FRAP e obtiveram valores inferiores aos presentes neste trabalho, 6,1 mg TE/g

fruto.

5.3.2. Comparagdo da atividade antioxidante dos fru tos congelados e

frescos

A atividade antioxidante determinada pelo método DPPH e ABTS foi também
determinada nos mirtilos congelados durante 6 meses. A figura 25 mostra os valores

totais de atividade antioxidante obtida para o método DPPH.
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Figura 25: Comparacdo da atividade antioxidante total
dos frutos frescos e congelados pelo método DPPH.
(Legenda: MF - mirtilo fresco; MC6 - mirtilo congelado 6
meses).

Pela analise da figura 25 é possivel observar que a atividade antioxidante total
aumentou nos frutos congelados, entre 43% e 206% para a amostra de BQU e
Oliveira do Hospital (BOH) respetivamente. A semelhanca dos resultados obtidos

para o conteudo fendlico total, no método DPPH a amostra BES obteve tambéem
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uma maior variacdo da atividade antioxidante total. No estado congelado, a amostra
BES apresentava mais 2,89 mg ET/g face ao fruto fresco, ou seja, 5,92 mg ET/g,. No
final dos 6 meses de congelacdo a -20°C, a ordem relativa das amostras manteve-
se, sendo que as amostras de Estarreja (BES) e de Queird (BQU) apresentavam
valores superiores, e a amostra de Oliveira do Hospital (BOH) continuava a
apresentar uma atividade antioxidante inferior as restantes amostras. Estas
diferencas eram estatisticamente significativas (p=0,047) de acordo com o teste t-

student.

A figura 26 mostra a atividade antioxidante total avaliada pelo método ABTS

nos mirtilos em fresco e congelados a 6 meses.
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Figura 26: Comparacgédo da atividade antioxidante total
dos frutos frescos e congelados pelo método ABTS.
(Legenda: MF - mirtilo fresco; MC6 - mirtilo congelado
6 meses;).

No que diz respeito ao método ABTS, a amostra BQU foi a que obteve maior
valor de atividade antioxidante total, apés 6 meses de congelacéo, 5,62 mg ET/g,
seguida da amostra BES com 5,18 mg ET/g. Por sua vez, a amostra BOH foi a que
obteve resultados inferiores, 3,21 mg ET/g. Pela figura pode observar-se, que tal
como no método de DPPH, o teor antioxidante é superior nos frutos congelados,
com variagoes entre 19 % para a amostra de Estarreja e 58% para a amostra de
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Queird. Constata-se assim que, 0 aumento da atividade antioxidante nos frutos
congelados foi maior no método DPPH.

Reque et al. (2014), descreveram o aumento (29,20 umol ET/g para 35,77 pumol
ET/g) da atividade antioxidante em mirtilos, conservados durante 6 meses a -18 °C.
De acordo com 0s mesmos autores, a variacao dos valores de atividade antioxidante
dos frutos congelados pode ser explicado por reacdes que ocorram apés a colheita,
formando compostos responsaveis por este aumento, ou pelo rompimento celular
causado pela descongelacdo aquando do momento da analise, melhorando a
extracdo de compostos que contribuem para a atividade antioxidante do mirtilo. Por
outro lado, Srivastava et al. (2007) descreveram uma ligeira diminuicéo, cerca de 2%
na capacidade antioxidante de extratos de duas cultivares de mirtilo, Tifblue e

Powderblue, armazenados durante 60 dias a -20 °C.

5.4. Conteldo em antocianinas totais

A figura 27 mostra os resultados obtidos para as antocianinas totais, nos
diferentes extratos de metanol e acetona, expressos em miligrama de Malvidina-3-

Glucésido (Mv3G) por grama de fruto fresco.
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Figura 27: Valor de antocianinas expresso em mg Mal-3-Glu por grama de
amostra. (Legenda: 1E-M — 1° extrato de metanol; 2E-M — 2° extrato de metanol;
3E-A — 1° extrato de acetona; 4E-A — 2° extrato de acetona.)
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Pela andlise da figura 27, verifica-se, para todas as amostras que as
antocianinas foram preferencialmente (mais de 96%) extraidas na primeira extracao
com metanol (1E-M). O extrato 1E-M, a amostra de Estarreja (BES) foi a que obteve
maior teor em antocianinas, 0,85 mg Mv3G/g, seguida da amostra de Boucas (BBO)
com 0,83 mg Mv3G/g de fruto fresco. Por outro lado, a amostra BOH revelou menor
conteaddo em antocianinas 0,78 mg Mv3G/g. No extrato 2E-M a amostra BBO
alcancou maior valor, 0,10 mg Mv3G/g, enquanto que a amostra de Oliveira do
Hospital (BOH) obteve novamente o valor mais baixo 0,05 mg Mv3G/g fruto fresco.
Para os extratos de acetona, 3E-A e 4E-A, constatou-se que o teor de antocianinas
extraido em todas as amostras era proximo de 0. No global, a amostra de Boucas
(BBO) obteve um total de antocianinas superior, 0,96 mg Mv3G/g, seguida da
amostra de Estarreja (BES) com 0,93 mg Mv3G/g. As amostras de Queird (BQU) e
de Oliveira do Hospital (BOH) apresentaram, por sua vez, valores inferiores de
antocianinas totais, 0,60 mg Mv3G/g e 0,54 mg Mv3G/g respetivamente. De acordo
com o teste t-student existiam diferencas significativas entre as amostras avaliadas
(p<0,001).

Os valores obtidos para as amostras de diferentes localidades encontram-se
acima dos descritos por Wang et al. (2012b) e Gavrilova et al. (2011) para a cultivar
Bluecrop, com 0,20 mg Mv3G/g de fruto fresco e 0,41 mg Mv3G/g massa fresca,
respetivamente. O conteldo de antocianinas presentes nos extratos varia com o tipo
de solvente, temperatura e tempo de extracdo, armazenamento ou temperatura de
congelacéo (Oancea et al., 2012).

Procedeu-se igualmente a determinacédo do teor de antocianinas para o fruto
congelado durante 6 meses. No entanto, em todas as amostras, o teor de
antocianinas era inferior ao limite de quantificagdo. Os resultados obtidos nao estao
de acordo com Oancea et al. (2012), que descreveram o aumento de antocianinas

apos armazenamento a -20°C.
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5.5. Conteldo em taninos totais

5.5.1. Conteudo em taninos totais no fruto fresco

A figura 28 apresenta o conteldo em taninos totais obtidos para as amostras,

analisadas em fresco, das 5 localidades analisadas.
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Figura 28: Valores de Taninos totais obtidos expressos em mg por grama
de amostra. (Legenda: 1E-M — 1° extrato de metanol; 2E-M — 2° extrato de
metanol; 3E-A — 1° extrato de acetona; 4E-A — 2° extrato de acetona.).

Pode observar-se pela analise da figura 28, que nas amostras BBO, BOH e
BQU o extrato 3E-A obteve maior quantidade de taninos comparativamente ao
extrato 1E-M. Nas amostras BES e BVV o extrato 1E-M apresentou maior contetdo
em taninos, quando comparado com o extrato 3E-A.

A amostra BES foi a que obteve maiores valores no extrato 1E-M e no extrato
3E-A, 1,62 mg/g e 1,49 mg/g, seguida da amostra BBO, com um teor de taninos de
1,38 mg/g para o extrato 3E-A e 1,16 mg/g para o extrato 1E-M. A amostra BOH
teve menor teor de taninos, 0,87 mg/g e 0,68 mg/g para os extratos 3-E-A e 1E-M
respetivamente. O teor de taninos totais foi muito inferior nos extratos 2E-M e 4E-A
em todas as amostras relativamente aos primeiros extratos de metanol e acetona,

sendo estas diferencas estatisticamente significativas (p<0,001). Os valores de
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taninos totais nas 5 amostras, diferiam significativamente entre os 4 extratos
analisados (p<0,004).

Com a analise da figura verifica-se ainda que, quer os extratos de metanol (1E-
M e 2E-M), quer os extratos de acetona (3E-A e 4E-A), apresentavam percentagens
de extracao de taninos proximas de 50%.

No geral, a amostra BES foi a que obteve maior quantidade total de taninos,
3,53 mg/g, seguida da amostra BBO com 3,06 mg/g fruto fresco. Por sua vez, a
amostra BOH foi a que apresentou um teor em taninos mais baixo (1,818 mg/g). Os
valores obtidos encontram-se acima dos obtidos por Yi et al. (2005) para as
cultivares Briteblue, Powderblue e Tifblue. Arancibia-Avila et al. (2012) também
avaliaram o teor de taninos em cultivares vaccinium corybosum |. e reportaram

valores idénticos aos obtidos, 4,08 mg/g fruto.

5.5.2. Comparacédo do teor de taninos totais entre o s frutos congelados e

frescos

A figura 29 mostra o contedado de taninos totais, expressos em mg/g de fruto,

no estado fresco e apds 6 meses de armazenamento a -20°C.
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Figura 29: Valores de taninos totais obtidos para o fruto
fresco e congelado. (Legenda: MF - mirtilo fresco; MC6 -
mirtilo congelado 6 meses).
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Pela analise da figura é possivel observar que nas amostras BBO e BES
o teor de taninos totais diminuiu com a congelacdo, enquanto que nas
restantes amostras esse valor aumentou. O teor de taninos totais nha amostra
de Estarreja (BES) foi 0 que mais diminuiu, cerca 26%, representando uma
perda de 0,93 mg/g, em relagéo ao fruto fresco. No que diz respeito a amostra
de Queird (BQU) apresentava um valor de taninos totais de 5,92 mg/g no fruto
congelado, representando um aumento de 60% em relacao ao fruto fresco. Nas
amostras BVV e BOH , e o teor de taninos totais foi maior no fruto congelado,
5,04 mg/g e 3,90 mg/g respetivamente.

Apesar das diferencas de taninos totais entre as amostras frescas e

congeladas, os valores ndo apresentam diferencas significativas (p=0,054).

5.6. Analise global dos resultados

Foram estabelecidas relagBes entre a composigcdo fisico-quimica dos
mirtilos. Analisando a tabela 8 pode observar-se uma forte correlacdo negativa
entre a acidez titulavel e os sdlidos sollaveis totais, evidenciando a evolucéo
inversa ao longo do amadurecimento, ou seja, a medida que o SST aumenta a
acidez diminui. Outra das correlacdes moderadamente negativas se pode
observar é entre a firmeza e os sélidos sollveis totais (r’=-0,701). Os
resultados obtidos estdo de acordo com Sousa et al. (2001) que obtiveram um
r* de -0,966.
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Tabela 8: Coeficiente de Pearson para as correlacdes entre composicdo quimica e 0s

parametros fisicos analisados.

H SST AcT Calibre L* ax b* firmeza Elast.
H
SST 0,130
AcT 0,381 -0,658*
Calibre -0,429  -0,156 0,060

L* -0,156 0,059 -0,133 0,114
a* -0,164 -0,070 -0,307 -0,140 -0,463*
b* 0,271 0,132 0,069  -0,249* -0,911* 0,442*

Firmeza -0,103 -0,701 0,417 -0,116  -0,124* 0,146** 0,044
Elast. -0,063 -0,267 0,018 0,015 -0,208* 0,117 0,182* 0,404*

*Correlacao significativa (p<0.01) ** Correlacao significativa (p<0,05)

Relativamente aos parametros colorimétricos, € ainda possivel observar uma
correlacdo fortemente negativa (r>=-0,911) entre a coordenada b* e a coordenada L*.
Assim a coloracdo azul da coordenada b* parece contribuir de forma determinante

para a luminosidade das bagas.

Com o objetivo de tentar estabelecer relacbes entre a composicdo em
compostos fendlicos totais, as antocianinas, os taninos e a atividade antioxidante
determinada pelos varios meétodos, efetuaram-se varias correlacdes lineares,

apresentadas na tabela 9.

Tabela 9: Coeficientes de Pearson para as correlagdes entre composicao fendlica e
atividade antioxidante.

Fenois Antocianinas  Taninos ABTS FRAP

Antocianinas  0,576*

Taninos 0,246* 0,144

ABTS 0,919* 0,390* 0,259*

FRAP 0,939* 0,658* 0,329* 0,902*

DPPH 0,911* 0,389* 0,355* 0,961* 0,905*

*Correlacao significativa (p<0.01)
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A partir da analise da tabela 9, é possivel afirmar que se verifica uma
correlacdo fortemente positiva entre o teor de fendis totais e a capacidade
antioxidante medida dos mirtilos estudados em todos os testes realizados
(0,919 no ABTS, 0,911 no DPPH e 0,939 no FRAP). Encontrou-se ainda uma
boa correlacéo entre o teor de fendis totais e as antocianinas totais (r*=0,576).
Os resultados indicam assim, que as propriedades antioxidantes dos mirtilos se
devem, em grande parte, a presenca de compostos fendlicos. Estas
correlagdes foram também verificadas por outros autores (Bunea et al., 2011;
Castrejon et al., 2008; Fu et al., 2011; Moyer et al., 2002; Wang et al., 2012a)
para diferentes variedades de mirtlo, nomeadamente para a variedade
Bluecrop.

Verifica-se igualmente a existéncia de correlagbes fortemente positivas
entre todos os ensaios de atividade antioxidante efetuados, indiciando que os
compostos envolvidos na atividade antioxidante dos mirtilos sejam
maioritariamente os mesmos. No ensaio de FRAP, verifica-se ainda uma boa
correlacdo com o teor de antocianinas (r°=0,658). Para os métodos DPPH e
ABTS a correlacdo com o teor de antocianinas € baixa, inferior a 0,4. Connor et
al. (2002c) obtiveram resultados semelhantes na cultivar Chippewa, onde a
atividade antioxidante diminuia, sem que houvesse alteracbes no teor de

antocianinas e fendis.

Na tabela 10 esta representada a correlacao linear entre as variaveis idade da
planta e altitude de producdo e as caracteristicas fisico-quimicas dos frutos

analisadas.
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Tabela 10: Correlacdo linear entre as
variaveis idade da planta e altitude de
producao e as caracteristicas fisico-quimicas

Idade Altitude

H 0,518** -0,284
SST -0,560 0,622**

AcT 0,736* 0,262

Calibre -0,084 0,099

L* -0,534* 0,190*

a*x 0,328* -0,061
b* 0,451~ -0,226*
Firmeza 0,264* 0,327*
Elasticidade 0,190* 0,151**

*Correlagdo significativa (p<0.01)
** Correlacéo significativa (p<0,05)

E possivel observar pela tabela que a idade da planta e a altitude de cultivo da
mesma se correlacionam com alguns parametros analisados. Pode-se verificar
correlacbes moderadamente positivas entre a idade da planta e a humidade
(r’=0,518) e a AcT (r’=0,736). E igualmente possivel observar a existéncia de
correlagbes moderadamente negativas entre o teor em SST (r’=-0,560), a
coordenada L* (r>=-0,534) e a idade da planta. Estes valores sugerem que quanto
mais velha a planta for, menos doces e mais escuras seréo as bagas. Por sua vez, a
altitude de producéo das plantas apresenta uma correlacdo moderadamente positiva
com o teor em SST (r°=0,622).
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V. CONCLUSOES GERAIS
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6. Conclusoes

O trabalho desenvolvido teve por objetivo fazer um estudo comparativo das
caracteristicas fisico-quimicas, do teor de fendis, antocianinas, taninos e atividade
antioxidante em mirtilos da cultivar Bluecrop cultivados em modo de producédo
convencional, em 5 localidades de Portugal.

Os resultados obtidos mostraram que as amostras cultivadas em Estarreja e
Queira apresentaram teores de sélidos sollveis totais mais elevados, bem como um
indice de maturacéo superior, comparativamente as outras amostras. Relativamente
aos parametros de textura analisados também foram detetadas alteracdes
significativas entre os locais, sendo que as amostras de Sever do Vouga e de
Oliveira do Hospital apresentaram maior firmeza e elasticidade. Nos parametros
colorimétricos, os mirtilos de Estarreja mostraram uma colora¢cdo azul mais intensa,
e uma luminosidade superior.

A composicdo fenodlica das amostras mostrou variacbes na quantidade e
composicdo de acordo com a origem dos frutos. Os fendis totais (58-74%) e as
antocianinas (>96%) foram significativamente mais extraidos com metanol, quando
comparado com a acetona/agua. Por outro lado, os taninos foram obtidos de forma
semelhante nos dois extratos, mostrando a presenca de compostos de baixo e de
elevada massa molecular.

O teor em fendis totais variou entre 3,06 e 5,85 mg EAG/g fruto, o teor de
antocianinas entre 0,54 e 0,96 mg EMv3Glc, e o teor de taninos totais variou entre
1,82 e 3,53 mg/g. No geral, as amostras provenientes de Estarreja e de Sever do
Vouga eram as mais ricas nestes compostos, enquanto a amostra cultivada em
Oliveira do Hospital obteve as quantidades mais baixas.

A atividade antioxidante foi determinada pelos métodos do DPPH, ABTS e
FRAP. Apesar dos valores absolutos, em geral, a ordem de reatividade era
semelhante, sendo que as amostras de Estarreja e de Sever do Vouga
apresentavam os valores mais elevados. Pelos resultados, é possivel concluir que a
atividade antioxidante era fortemente influenciada teor em fendis totais.

O armazenamento dos frutos a -20°C, durante seis meses originou aumentos

ou diminui¢cbes do teor em fendis totais e em taninos, de acordo com as amostras

68

IV. Conclusoes



Influéncia da localizacédo geogréfica de producédo nas propriedades de mirtilos Vaccinium

corymbosum L. cv. Bluecrop

analisadas. Relativamente a atividade antioxidante, as amostras apresentaram no
final do tempo de congelacao valores superiores aos frutos em fresco.

Os resultados deste trabalho permitem concluir que as carateristicas e
composi¢cdo dos mirtilos variam de acordo com as condigbes de producdo. Os
resultados comprovam igualmente uma boa adaptabilidade dos mirtilos Vaccinium
corymbosum L., nomeadamente da cultivar Bluecrop as condi¢bes climaticas do
nosso pais, podendo ser considerados uma boa fonte de compostos bioativos,

normalmente associados a efeitos benéficos para a saude humana.
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