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RESUMO

A agricultura biologica distingue-se de outros métodos de producédo pela sua
acdo construtiva e equilibrada nos sistemas agricolas. Atualmente tem aumentado o
interesse por alimentos de producdo bioldgica. Paralelamente, tem aumentado a
procura de frutos vermelhos, dado o seu elevado teor em compostos fitoquimicos
biologicamente ativos, capazes de retardar o aparecimento de doencas, contribuindo
para a saude e bem-estar do Homem.

Neste trabalho foram estudados trés frutos vermelhos, a framboesa, a
groselha e o mirtilo, produzidos em modo de producado bioldgico. As amostras dos
frutos foram recolhidas em seis datas entre o inicio e o fim da maturacdo. Com a
execucao deste trabalho pretendeu-se estudar a evolugdo do teor em compostos
fendlicos e da capacidade antioxidante destes frutos vermelhos ao longo da
maturacao.

Os resultados obtidos mostraram que, no final da maturacdo, no mirtilo, de
entre os frutos estudados, foi onde se obtiveram teores mais elevados de compostos
fendlicos totais, antocianinas e taninos. A analise por HPLC permitiu identificar a
presenca de antocianinas monoméricas e de acidos fenodlicos (benzobicos e
cinamicos) na framboesa, na groselha e no mirtilo.

Em relacdo a capacidade antioxidante determinada pelo método DPPH, os
valores apresentados nos trés frutos foram semelhantes. No método ABTS, foi no
mirtilo que se obteve maior poder antioxidante no extrato metanol e na groselha no

extrato acetona.

PALAVRAS-CHAVE: framboesa, groselha, mirtilo, agricultura bioldgica,
antioxidante, fendis totais, antocianinas totais, grau de polimerizagao, taninos totais,

acidos fendlicos.



ABSTRACT

Organic farming differs from other methods of production for its balanced and
constructive action in agricultural systems. Currently there has been increasing
interest in organically produced food. In parallel, has increased the demand for fruits,
given their high content of biologically active phytochemical compounds capable of
delaying the onset of diseases, contributing to the health and welfare of man.

This work studied three red fruits, raspberry, gooseberry and blueberry,
produced in organic production. Samples of the fruit were collected in six dates
between the beginning and the end of maturation. With the execution of this work
was intended to study the evolution of the content of phenolic compounds and
antioxidant capacity of red fruits throughout maturation.

Results showed that by the end of ripening, the blueberry, among fruits
studied, was the fruit where the higher content of phenolics, anthocyanins and
tannins was obtained. HPLC analysis allowed to identify the presence of monomeric
anthocyanins and phenolic acids (benzoic and cinnamic) in raspberry, gooseberry
and the blueberry.

Regarding the antioxidant capacity determined by DPPH method, the values
were similar in the three fruits. In ABTS assay, in blueberry greater antioxidant power
was obtained in the methanol extract while in the gooseberry that happened in the

acetone extract.

KEYWORDS: raspberry, gooseberry, blueberry, organic farming, antioxidant, total

phenolics, total anthocyanins, degree of polymerization, total tannins, phenolic acids.
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|. INTRODUCAO




1. ENQUADRAMENTO GERAL

A agricultura é uma atividade que tem como objectivo a exploracdo de
recursos do solo, a fim de satisfazer as necessidades essenciais do Homem e do
seu habitat.

A agricultura convencional €, de uma maneira geral, perniciosa para o0
ambiente. Inclui praticas como a queima de residuos de culturas ou a inversdo da
camada superficial do solo, a mobilizacéo para controlo de infestantes e preparacao
da cama de semente. Estas técnicas aumentam consideravelmente a compactacao
do solo, a erosdo e a contaminacdo dos cursos de &gua com sedimentos,
fertilizantes e pesticidas. Aumentam as emissdes de dioxido de carbono para a
atmosfera, contribuindo para o aquecimento global, e diminuindo a sustentabilidade
da agricultura, ao diminuir os teores de matéria organica e fertilidade do solo, entre
outros efeitos ambientais negativos como a biodiversidade.

Surge entdo a agricultura biolégica que se distingue de outros sistemas de
producédo porque exclui quase todos os produtos quimicos de sintese, recorre a
rotacdes culturais, residuos das culturas, estrumes de animais, sideracdes, e todos
os residuos organicos da exploracdo. As técnicas utilizadas contribuem para o
equilibrio do ecossistema através da luta biologica, reduzindo assim a poluicao.

Os frutos vermelhos séo alimentos bastante completos e devem fazer parte
de uma dieta equilibrada. Estudos recentes efetuados nos EUA mostraram que no
grupo dos pequenos frutos, no qual se incluem a framboesa, o mirtilo e a groselha,
cada espécie possui teores caracteristicos e especificos de compostos fendlicos,
constituidos essencialmente por antocianinas, flavondis, proantocianidinas e acidos
fendlicos, catequinas e isoflavonoides, compostos reconhecidos pela sua
capacidade antioxidante (Sousa et al., 2007).

O mirtlo (Vaccinium corymbosum) ¢é conhecido por conter niveis
consideraveis de compostos fendlicos, incluindo antocianinas, flavondides e
procianidinas que tém alta atividade bioldgica, fornecendo beneficios para a saude
como antioxidantes (Koca et al.,, 2009). A framboesa (Rubus ldaeus), também
bastante rica em compostos fendlicos principalmente em antocianinas, contém
cianidina-3-sofordsido e cianidina-3-glucésido (Mullen et al. 2002). A groselha

(Phyllanthus distichus) é constituida por pequenas bagas vermelhas que crescem
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em cachos. E particularmente rica em vitamina C, especialmente a groselha negra e
a vermelha. Age eficazmente como inibidor de radicais livres, possuindo uma grande
diversidade de fitoquimicos antioxidantes (Pantelidis et al., 2007).

De entre os fitoquimicos existentes nas plantas, os compostos fendlicos
representam a classe mais abundante de produtos naturais vegetais, existindo ja
uma longa histéria de investigacdo cientifica sobre estes. Os compostos fendlicos
apresentam multiplas atividades bioldgicas tais como propriedades anti tumorais,
anti mutagénicas, anti-inflamatérias, antibacterianas e antioxidantes, por poderem
proteger as células contra os danos oxidativos (Sousa, 2008).

Os radicais livres sdo espécies quimicas constituidas por um atomo ou
associacdo dos mesmos, que possuem um eletrdo desemparelhado na sua Orbita
mais externa, causando uma alta instabilidade energética e cinética. A formacéo
destes compostos conduz ao stress oxidativo, levando a formacdo de uma cadeia de
reaccOes, originando alteracdes em proteinas extra celulares e a modificacbes
celulares. O maior dano causado pelo stress oxidativo é a peroxidacdo dos acidos
gordos constituintes da dupla camada lipidica que, em ultima instancia, leva a morte
celular (Hirata et al., 2004). De facto, a producdo nédo controlada de radicais livres foi
ja associada como causa, ou como estando relacionada com muitas doencas
incluindo: varios tipos de cancro, diabetes, cirrose, doencas cardiovasculares e

desordens do foro neurolégico, entre outras (Ferreira e Abreu, 2007).



2. OBJECTIVOS

Com a execucao do presente trabalho pretendeu-se avaliar o efeito do modo

de producao bioldgico de alguns frutos vermelhos (framboesa, groselha e mirtilo) no

gue respeita as seguintes componentes:

1)
2)
3)
4)

5)
6)

guantificar os compostos fendlicos totais nos dois extratos estudados;
guantificar os taninos totais;

guantificar as antocianinas totais e o grau de polimerizacao;

identificar e quantificar as antocianinas monomeéricas e os acidos fendlicos
por HPLC,;

determinar a capacidade antioxidante nos dois extratos estudados;

correlacionar a composicéo fendlica com a atividade antioxidante;
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3. AGRICULTURA

Quando se fala de agricultura, ndo se trata apenas de falar dos problemas
técnicos como sejam fertilizar os campos, que produtos escolher ou como combater
0s insetos nocivos as culturas de forma a tornar rentavel as produgdes. Trata-se sim,
de falar de uma forma de estar perante a vida, perante a natureza, com a energia,
com o trabalho, com toda a engrenagem que move o sistema de quem decide e
organiza o futuro da humanidade, que é também o nosso futuro. E pois importante
saber qual o caminho a seguir, sabendo que se torna crucial uma nova relacdo com
o equilibrio biolégico do planeta, baseado no respeito e na reciprocidade, ao
contrario da exploracdo univoca dos recursos por parte do homem (Simdes, 2007).
A agricultura é uma atividade que tem como objectivo a exploracdo de recursos do
solo, a fim de satisfazer as necessidades essenciais do Homem e do seu habitat,
sendo a atividade que mais area ocupa na superficie da terra e a principal atividade
para a maior parte da populacdo mundial. Em 1999, mais de 37% da superficie
terrestre era ocupada por culturas e pastagens e dois tercos do consumo de agua
era devido a agricultura (Cunha et al., 2005).

A natureza especifica da atividade agricola e do meio social em que esta se
desenvolve, conjugada com o modo como a agricultura se acha inserida nas
formacfes sociais contemporaneas, concorre para tornar especialmente
diversificadas e complexas as modalidades segundo as quais, o trabalho agricola se
realiza e organiza e o quadro de situacbes e relacfes sociais estruturante da
populacdo trabalhadora agricola. A agricultura surge como o dominio onde as
formas de organizacdo produtiva e 0s sistemas tecnoldgicos nascidos com a
revolucdo industrial e desenvolvidos pelo modo de producéo capitalista encontram
maiores obstaculos de aplicacdo e plena afirmacéo (Barros et al., 1983).

As atividades rurais desenvolvem-se em estreito contacto com a Natureza,
acrescentando-lhe valor através da producdo de recursos renovaveis; no entanto, a
sobre-exploracdo dos recursos e a utilizagdo de praticas culturais incorretas podem
torna-la vulneravel. A maior parte dos alimentos produzidos a nivel mundial é obtida
em sistemas de producdo intensivos (agricultura convencional), o que tem
contribuido para a compactacdo do solo, o aparecimento e desenvolvimento de

problemas ambientais: teores elevados de nitratos nas aguas, eutrofizacdo, residuos
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de pesticidas, reducao da biodiversidade, degradacéo e eroséo dos solos e reducgéo
da camada de ozono. A sociedade exige assim que, cada vez mais, no processo de
producdo agricola, ndo haja degradacdo do meio ambiente, pelo que assume cada
vez mais relevancia a implementacdo de sistemas de producio mais sustentaveis. E
fundamental desenvolver e utilizar tecnologias seguras e corretas que promovam a
produgédo, mantenham ou melhorem a fertilidade dos solos, assegurem a reciclagem
dos nutrientes, conservem a 4gua e a energia e controlem os inimigos das culturas
(Cunha et al., 2005).

3.1. Agricultura Convencional versus Bioldgica

A agricultura intensiva recorrendo a grandes quantidades de fertilizantes,
pesticidas, elevadas horas de trabalho e elevado capital investido em praticas
agricolas severas, tornou possivel produzir alimentos suficientes para satisfazer as
necessidades globais atuais. No entanto, estas praticas conduziram a uma mudanca
do uso do solo, levando a danos ambientais e a degradacdo dos ecossistemas, tais
como, o controle bioldgico de pragas, plantas daninhas e doencas, polinizacdo das
culturas, prevencao da erosdo do solo, absor¢cao do carbono pelas plantas e pelo
solo, bem como, o normal desenvolvimento das culturas. Como tal, estes
ecossistemas vao-se degradando a larga escala, 0 que representa uma séria
ameaca a qualidade de vida dos seres vivos (Sandhu et al., 2010).

E certo que a modernizacdo da agricultura resolvera os problemas
alimentares da Europa, mas ao mesmo tempo, "produzia” outros, nomeadamente no
dominio do ambiente como por exemplo a alteracdo da qualidade das aguas, dos
solos, o desrespeito pela fauna e flora e a alteracdo da imagem e da marca dos
produtos e ou do bem-estar animal. Na realidade, um sistema que faz depender o
apoio concedido a agricultura em funcdo das quantidades produzidas favorece a
intensificacdo dos métodos de producdo agricola e € sindbnimo de exploracao
abusiva da natureza. Muitas sdo as marcas visiveis resultantes do rompimento da
relacdo simbidtica entre agricultura/ambiente como a nitrificacdo das aguas freéticas
e de superficie conducentes a eutrofizacdo ou inquinacdo destas; acumulacdo de
dejetos de animais; reducdo da biodiversidade devido a utilizacdo excessiva de
pesticidas e herbicidas que levam a uma maior vulnerabilidade das plantas e dos
animais, limitando a sua reproducao; repercussdes dos pesticidas e dos seus
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residuos, na saude dos seres vivos; e a erosdo dos solos devido a degradacao
causada pela monocultura intensiva.

A crescente intensificacdo dos métodos de producdo agricola e pecuaria,
geradores de elevados impactes ambientais negativos, fizeram despontar
preocupacdes criticas que apontam como alternativa, a necessidade de promover o
Desenvolvimento Sustentavel. Este conceito emerge no principio da década de
setenta, com a realizagdo da 12 Conferéncia Internacional sobre o Ambiente em
Estocolmo e a criacdo do Parque das Nacgbes Unidas para o Desenvolvimento
(UNEP), pela Comissdo Mundial para o Ambiente e Desenvolvimento. Entendido
como o desenvolvimento que satisfaz as necessidades atuais sem colocar em risco
a possibilidade das geracbes futuras satisfazerem as suas necessidades, este
conceito veio revolucionar as estratégias politicas e economicas em varios sectores
de atividade a nivel mundial, nomeadamente na agricultura (Gongalves, 2005).
Assim, surge a agricultura bioldgica que se distingue dos outros métodos de
producéo pela sua accao construtiva e equilibrada nos sistemas agricolas. Para que
seja praticavel na sua maxima extensdo, a agricultura biolégica recorre a rotacoes
culturais, com o objectivo de fertilizar o solo, melhorar a nutricdo da planta e
controlar ou limitar os problemas de producdo associados a pragas, doencas e
infestantes; recorre a residuos organicos e culturas da exploracdo agricola; recorre a
luta biologica contra pragas e doencas e outras praticas culturais de modo a manter
a produtividade do solo (Lampkin, 1990).

No fundo, sdo objetivos da agricultura biolégica produzir alimentos de alta
gualidade em quantidade suficiente, promover e desenvolver ciclos biolégicos dentro
do sistema de producdo, envolvendo microrganismos, flora e fauna do solo, as
plantas e os animais, manter e/ou aumentar a fertilidade do solo a longo prazo,
promover o correto uso da agua e a gestao racional dos recursos hidricos e da vida
neles existentes, utilizar, sempre que possivel, recursos renovaveis nos sistemas
agricolas organizados, manter a biodiversidade dos sistemas agricolas e do meio
envolvente, incluindo a protecdo dos habitats, de animais e plantas selvagens e por
fim, evoluir no sentido de uma cadeia de produgao inteiramente “bioldgica”, que seja
ao mesmo tempo socialmente justa e ecologicamente responsavel (Ferreira et al.,
2002).



A agricultura biologica proibe o uso da maioria dos compostos inorganicos
para a nutricdo da planta, o uso de compostos sintéticos para pragas, doengas e
controle de infestantes e, mais recentemente, proibe cultivares geneticamente
modificadas (Connor, 2008).

No ano de 2000, a agricultura biolégica controlada ocupava em todo o mundo
cerca de 10,5 milhdes de hectares, sendo a Oceania a ocupar a maior area (5,3
Mha), seguida da Europa (3,6 Mha), América do Norte (1,1 Mha), América Latina
(0,5 Mha), Asia (0,04 Mha) e Africa (0,02 Mha) (Willer & Yussef, 2000).

3.2. A Agricultura Biol6gica em Portugal

Em Portugal, a area cultivada em agricultura biol6gica s6 recentemente
comecou a ter algum significado. Até a década de oitenta as culturas sob o modo de
producéo biolégico restringiam-se a areas muito pequenas, sendo a maioria delas
exploradas por estrangeiros, que complementavam a producdo de alimentos
biol6gicos para autoconsumo, com outras atividades relacionadas a um espirito
comunitario e a um especifico modo de vida mais préximo da Natureza. Mais
recentemente, outros estrangeiros instalaram-se em Portugal com interesses
comerciais mais vincados e voltados para a exportacao, dedicando-se a este modo
de producdo motivados pelo reduzido preco do solo, dos meios de producéo e pelas
condicBes edafo-climaticas favoraveis ao desenvolvimento de culturas com mercado
assegurado nos seus paises de origem. Paralelamente a estas experiéncias, alguns
portugueses davam o0s primeiros passos, desenvolvendo a producdo e
comercializacdo de produtos biolégicos: uns ja eram agricultores e tinham
reconvertido as suas explorages, enquanto outros foram motivados por questdes
"ideologicas" apesar de ndo terem qualquer tipo de experiéncia da pratica agricola.
Excetuando estas "experiéncias pontuais”, a expressao economica da agricultura
biologica em Portugal manteve-se pouco relevante e incipiente até ao inicio da
década de noventa do século passado.

Para o incremento do numero de produtores, de exploracdes e areas
cultivadas, foi importante o contributo de instituicdes de apoio a este novo sistema
de agricultura e de outras associacdes de produtores, mas também das ajudas

financeiras e da capacidade técnica.



Este sistema de agricultura é controlado por Entidades Certificadoras que tém
vindo a evoluir a sua estrutura técnica em funcédo do crescimento da atividade. O
controlo é feito mediante visitas as exploragées que conduzem a elaboragdo de um
relatério, o qual é apresentado a Comissdo de Certificacdo, cuja missao é a de
aplicacdo e acompanhamento das regras e critérios de atribuicdo e renovacéo das
Licencas dos Atestados de Garantia, bem como das sancfes (em ultimo caso, das
Suspensbes de Certificagio ou mesmo da Licengca). Os produtores e
transformadores certificados ficam sujeitos a um controlo anual detalhado que
consiste, essencialmente, na inspecao dos terrenos de cultivo, dos locais de
armazenamento e da contabilidade da exploracdo. Para além disto, sédo feitos
controlos pontuais aos respetivos, sem aviso prévio, que incluem a realizacdo de
analises (Goncalves, 2005).

De seguida, apresenta-se a evolucdo da agricultura bioldgica em Portugal
desde o ano de 2000. Com a Reforma da Politica Agricola Comum de 1992
(prosseguida no ambito da Agenda 2000) e instituido o Desenvolvimento Rural como
um segundo pilar da PAC, a Unido Europeia apoia financeiramente a utilizacdo dos
métodos de producdo agricola respeitadores do ambiente e da biodiversidade.
Desde entdo, Portugal tem vindo a aumentar a reconversao das exploracfes para o

Modo de Producéo Biologico (Figura 1).
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Figura 1. Evolugdo do numero de Empresas em MPB (Producbes
Vegetais). Fonte: IDRHa.

O numero de operadores, neste modo de producdo vegetal, tem vindo a

aumentar ao longo dos anos e relativamente a dispersdo geografica, constata-se
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gue o maior numero de operadores se localiza nas regifes agrérias das areas de
intervencéo da Direcdo Regional de Agricultura do Alentejo, Tras-os-Montes e Beira
Interior. Os gréficos da Figura 2 apresentam as producdes vegetais mais
significativas em Portugal.
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Figura 2. (a) Evolucdo da area de Fruticultura, Frutos Secos e Vinha (b)
Evolucdo da area de Pastagens/Forragens, Culturas Arvenses e Olival.
Fonte: IDRHa.

Apesar da evolucdo positiva a nivel de area afeta a producdo bioldgica,
continuam a verificar-se alguns estrangulamentos que dificultam o crescimento do
sector, nomeadamente, 0 acesso aos circuitos de comercializacdo e 0s custos com
a certificacdo. As organizacdes de agricultores tém, também aqui, um papel muito
importante a desempenhar no ambito do Aconselhamento ao Agricultor (Dias, 2007).

A agricultura biologica continua a crescer num ambiente favoravel ja que tem
dado provas de que é bastante rentavel, que podera permitir a fixacdo da populagéo
jovem nas aldeias, conferindo novamente identidade a ruralidade ja ha muito perdida
(Goncgalves, 2005).
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4. CARACTERIZACAO GERAL DOS FRUTOS VERMELHOS

Desde os tempos pré-historicos que o Homem se tem sentido atraido pelos
pequenos frutos ou frutos vermelhos, inserindo-os na sua alimentacao. Estes frutos
sdo muito apreciados devido a diversidade de formas, texturas, cores, sabores e
aromas que podem apresentar quando consumidos em fresco. Desde sempre tém
sido feitas referéncias quanto ao seu valor medicinal na cura ou alivio de sintomas
de natureza diversa, nomeadamente do foro interno. Atualmente tem aumentado o
interesse pelo consumo destes pequenos frutos dado os seus elevados teores em
produtos fitoquimicos biologicamente ativos capazes de promover a saude e retardar
0 aparecimento de incapacidades associadas a doencas crénicas e/ou
degenerativas (Oliveira et al., 2007).

No grupo destes pequenos frutos estdo incluidas as plantas perenes de
climas temperados, lenhosas ou semilenhosas que produzem frutos simples
derivados apenas do tecido do ovario em que o pericarpo apresenta polpa e textura
branda. Estéo incluidas plantas de diversos géneros, de entre quais se destacam a
framboesa (Rubus), a groselha (Phyllanthus) e o mirtilo (Vaccinium) (Oliveira et al.,
2007).

A cultura de pequenos frutos (excluida a cultura do morangueiro) continua a
assumir uma expressao reduzida. A area total dedicada a estes frutos, embora tenha
aumentado em 60% entre os censos de 1989 e 1999, apenas ocupava em 1999
cerca de 87 ha no continente portugués, como se pode observar na Tabela 1.

Os pequenos frutos constituem uma boa fonte de antioxidantes naturais,
capazes de agirem eficazmente como inibidores de radicais livres. Existem também
investigacBes sobre os seus teores em acidos fendlicos, antocianinas e acido
ascorbico.

Os compostos fendlicos abrangem uma grande variedade de compostos
divididos em vérias classes (acido hidroxibenzodico, hidroxicinamico, antocianinas,
proantocianinas, flavonadis, flavonas, flavanonas, isoflavonas, estilbenos e lignanas)
(Pantelidis et al., 2007).

Segundo Cao et al., (1996) e Wang et al., (1996), também existem trabalhos
gue demonstram que estes frutos, para além de conterem nutrientes antioxidantes,
contém vitamina C, E, e carotenoides que contribuem significativamente para a sua

capacidade antioxidante total (Su et al., 2007).
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Tabela 1. Variagdo do numero de exploracdes/area desde 1989 a 1999

em Portugal Continental.

Regides 1989 1999 Variacao (%)
Nimero de Exploracdes
Entre Douro e Minho 9 14 56
Tras-os-Montes e Alto Douro 13 22 69
Beira Litoral 5 51 920
Beira Interior 12 21 75
Ribatejo e Oeste 57 42 -26
Alentejo 8 70 775
Algarve 90 62 -31
Area (ha)
Entre Douro e Minho 3,9 9,4 144
Tras-os-Montes e Alto Douro 7,6 14,2 87
Beira Litoral 2,1 9,3 336
Beira Interior 6,6 8,2 26
Ribatejo e Oeste 14,7 16,1 10
Alentejo 6,8 12,3 79
Algarve 10,7 17,2 62

Adaptado de Oliveira et al. (2007)

4.1. Framboesa

A framboesa pertence a familia das Rosaceae, género Rubus, que inclui
plantas herbaceas, perenes e bienais e esta subdividido em elevado nimero de
subgéneros. O subgénero Idaeobatus, onde estdo incluidas as framboesas, aparece
nos cinco continentes, mas tem a sua distribuicdo centrada fundamentalmente no
hemisfério Norte, com especial incidéncia na Asia, Europa e América do Norte
(Oliveira et al., 2007). Este subgénero engloba cerca de 200 espécies, que se
distinguem pela facilidade com que os seus frutos maduros se separam do
receptaculo. Muitas destas espécies tém sido melhoradas, mas apenas as
framboesas vermelha e preta sdo produzidas em larga escala. A espécie mais
comum no continente europeu é Rubus idaeus L.. Esta espécie ainda é atualmente
abundante em algumas regifes da Europa (Sousa et al., 2007).

Na Tabela 2, apresentam-se as espécies de framboesa mais importantes do

ponto de vista fruticola.
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Tabela 2. Espécies de framboesa mais importantes do ponto de vista

fruticola.
Espécie comum Nome cientifico
Framboesa Rubus idaeus subsp.

vermelha europeia vulgatus Arrhen.

Framboesa Rubus idaeus subs
vermelha norte ; i >
_ strigosus Michx.

americana

Framboesa preta Rubus occidentalis L.

Framboesa

purpura e

Hibridos

framboesas Rubus neglectus Peck.
vermelhas norte

americanas vs

framboesas pretas

Adaptado de Oliveira et al. (2007)

A framboesa é um fruto multiplo de drupas (drupéolas) estreitamente unidas a
volta do recetaculo, como ilustra a Figura 3. Apresenta em geral forma conica
arredondada, sendo cada drupéola, constituida por uma semente dura envolvida por

polpa (Sousa et al., 2007).
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Figura 3. Morfologia da framboesa. Adaptado de Oliveira et al. (2007).

A framboesa floresce no Verdo apds um ano de crescimento vegetativo e
passa por um periodo de dorméncia durante o Inverno (Oliveira et al., 2007). O
sistema radicular da framboesa é fasciculado, desenvolvendo-se na sua maior parte
nos primeiros 25 cm do solo, constituindo a estrutura perene da planta. O numero de
frutos presentes num ramo varia consideravelmente, quer seja porque existiam
poucas flores ou porgque poucas flores vingaram e evoluiram para fruto (Mullen et al.,
2002).

De acordo com as espécies e as cultivares, a coloracao dos frutos, tal como
ilustra a Figura 4, varia do amarelo ao preto, incluindo os tons alaranjado, rosa,

vermelho claro e intenso e purpura (Sousa et al., 2007).

Figura 4. Tonalidades da framboesa vermelha. Fonte: Oliveira et al.
(2007).

As cultivares mais generalizadas e cultivadas em Portugal sdo as de fruto
vermelho, de sabor agridoce, aroma agradavel, polpa com pequenas sementes e
textura granulada (Sousa et al., 2007).

Ao longo da maturacdo, os aclcares e 0s acidos na framboesa tém uma
evolucdo inversa e a sua relacdo pode fornecer uma indicacdo do estado de
maturacado do fruto mas, ndo necessariamente, da sua qualidade gustativa. Um fruto
com reduzido teor em acucar pode também ser deficitario em &cidos. A maturacao

origina um grande numero de compostos volateis, em parte responsaveis pelo
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aroma dos frutos e compostos néo volateis, os compostos fendlicos, especialmente
os flavondides, conhecidos pela sua capacidade de captar radicais livres (efeito
antioxidante) (Sousa et al., 2007).

Na sua composicdo em compostos fendlicos, principalmente em antocianinas,
a framboesa contém fundamentalmente cianidina-3-soforésido e cianidina-3-
glucosido (Mullen et al., 2002). Do ponto de vista nutricional, a framboesa apresenta
grande interesse, pelos seus teores em sais minerais e vitaminas C, provitamina A,
vitaminas B1, B2 e B6, pela presenca de pectina, celulose e acido salicilico (Sousa
et al., 2007).

4.2. Groselha

A groselha (Figura 5) é uma excelente fonte de compostos fendlicos, tais
como, antocianinas, flavondéides, procianidinas e acidos fendlicos; sendo que, a sua
guantidade em polifendis totais varia entre 500 a 1342 mg/100 g de fruto (Bakowska-
Barczak et al.,, 2011). As antocianinas mais predominantes séo a delfinidina e a
cianidina (Hollands et al., 2008) e variam entre 160 a 411 mg/100 g de fruto
(Bakowska-Barczak et al., 2011).

Figura 5. Frutos de groselha.

Existem diversos compostos fendlicos localizados principalmente na pelicula
da baga, tornando-a adstringente e amarga. Na polpa encontra-se a quercetina-3-O-
rutinésida que, mesmo em baixas concentracbes, € responsavel pelo sabor
adstringente. Mas, este sabor ndo advém apenas da presenca de alguns compostos

fendlicos, mas também, de alguns compostos nitrogenados pertencentes ao grupo
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dos inddis e ao grupo dos nitrilos (Laaksonen et al., 2011). Para além da quercetina,
o caempferol é outro composto fendlico bastante predominante na baga da groselha
(Pap et al., 2010).

A groselha é tradicionalmente usada no fabrico de sumos, doces, geleias e
xaropes (Laaksonen et al., 2011).

4.3. Mirtilo

O mirtilo pertence a familia das Ericaceae, subfamilia das Vaccinoiodae,
género Vaccinium. E uma baga de cor azul-ceroso, que cresce num pequeno
arbusto que alcanca 1m a 1,5m de altura (Serrado et al., 2008), tal como demonstra
a Figura 6.

A cor do mirtilo é influenciada pela presenca de pruina, cera epicuticular, que
produz o efeito glauco responsavel pela cor azul tipica dos mirtilos. Esta camada
cerosa constitui uma barreira importante a perda de agua, impedindo o
emurchecimento do fruto. A baga apresenta ainda uma cicatriz, diametralmente
oposta ao apice, de dimensao e formato variaveis, segundo a espécie e cultivar
(Sousa et al., 2007).

Figura 6. Frutos de mirtilo.

Ao longo do tempo, o género Vaccinium evoluiu principalmente em climas
temperados nomeadamente no norte do continente Americano, Europa e Asia. A

maior parte das atuais cultivares foram obtidas por hibridagéo de diferentes espécies
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norte americanas, encontrando-se do ponto de vista horticola, divididas em varios
grupos.

Portugal, devido as suas condi¢cbes edafo-climaticas, apresenta um elevado
potencial para a cultura do mirtilo. Nos Ultimos anos assistiu-se a um aumento da
area de producdo, que passou de zero para cerca de quarenta e cinco hectares,
com tendéncia para aumentar. O litoral Alentejano e a zona de Sever do Vouga séo
as principais regidoes de producdo de mirtilo (Sousa, 2007). O concelho de Sever do
Vouga apresenta a maior area de producdo de mirtilo a nivel nacional, atividade que
se tem revelado fundamental para a diversificacdo do sector agricola e para a
dinamizacgéo da economia local, tornando-se uma verdadeira alternativa & agricultura
tradicional e uma importante fonte de rendimento para as familias (Serrado et al.,
2008).

A producgédo de mirtilo pode decorrer durante os meses de Abril a Agosto
combinando-se a cultura ao ar livre e a cultura protegida, desde que se proceda a
uma escolha criteriosa de cultivares. Uma plantacdo de mirtilos entra em producao
ao fim de 4 anos, sendo possiveis producdes médias de cerca de 2 kg/planta
(Sousa, 2007). Encontra-se em regiées nas quais o Inverno € rigoroso, dado que
necessita em média de 700 a 1000 horas anuais de temperatura entre os 10 °C e os
12 °C (Serrado et al., 2008).

O mirtilo apresenta, em média, cerca de 82 % de agua. O conteudo de agua
nos seus tecidos depende, entre outros fatores, da disponibilidade hidrica do solo na
altura da colheita. Os acgucares sao dos principais componentes sollUveis presentes
no mirtilo e representam cerca de 80 % da matéria seca. A glucose e a frutose séao
0s principais agucares existentes no mirtilo e os seus teores influenciam o sabor. E
muito apreciado pelo seu sabor exético, pelo seu valor comercial e pelas suas
propriedades terapéuticas. Apresenta na sua composicdo uma variedade de
vitaminas (A, B, C, K e acido fdlico), minerais (potassio, magnésio, calcio, fésforo,
ferro e manganés) e pectina (Spagolla et al., 2009). Contém niveis consideraveis de
compostos fendlicos, tais como antocianinas, taninos, flavondides e procianidinas
com alta atividade biologica (Koca et al., 2009).

O mirtilo contém &cidos organicos em teores elevados, sendo o0s mais

comuns o acido citrico e o &cido malico. O acido quinico representa 40 % dos acidos
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organicos presentes, no mirtilo. O acido malico apresenta valores entre 0,06 a 0,14
0/100 g de fruto maduro (Sousa et al., 2007).

Este pequeno fruto contém um elevado teor de antioxidantes, e as suas
guantidades chegam mesmo a ser superiores a de outros vegetais, tais como
repolhos, espinafres e brocolos. Sendo ainda caracterizado como uma planta
medicinal, podem-se usar quase todas as partes da planta, tais como flores, folhas,
fruto e raizes. Pode ser consumido em fresco ou transformado em compota, gelado,
licor, podendo até acompanhar pratos de carne especialmente caca ou ser usado
em confeitaria (Serrado et al., 2008).
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5. 0S COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fenodlicos sdo substancias que existem principalmente nas
plantas mas que podem também ser provenientes do catabolismo dos aminoacidos.
A importancia dada a estes compostos deve-se ao facto de muitos possuirem
propriedades benéficas para a sautde humana (Marques, C. et al., 2004). Segundo
Halliwell et al. (1995), os compostos fendlicos podem atuar como antioxidantes por
varias vias, nomeadamente pela eliminacdo de radicais livres, pela absorcdo de
radicais de oxigénio e como quelantes de ides metélicos (Su et al., 2007). Além
disso, apresentam atividade farmacoldgica, inibem a oxidacdo lipidica e a
proliferacdo de fungos e participam nos processos responsaveis pela cor,
adstringéncia e aroma de varios alimentos (Soares, 2002).

Os compostos fendlicos sdo os antioxidantes mais abundantes na dieta
humana, e o seu consumo diario pode atingir até 1 gr, o que é muito maior que 0
consumo de todos os outros fitoquimicos com propriedades benéficas (Ramirez,
2008).

Diversos investigadores tém trabalhado na separacdo, identificacéo,
guantificacéo e utilizacdo dos compostos fendélicos em alimentos, enfrentando muitos
problemas metodologicos, pois, para além de englobarem uma gama enorme de
substancias (fenois simples, acidos fendlicos, cumarinas, flavondides, taninos e
ligninas), estes compostos sdo, na maioria das vezes, de grande polaridade, muito
reativos e suscetiveis a ac¢ao de enzimas (Soares, 2002).

A presenca de compostos fendlicos nos frutos € uma constante, e uma boa
parte dos compostos fendlicos utilizados na dieta humana séo obtidos através do
consumo destes alimentos (Gomes, 2003). A distribuicdo de compostos fendlicos na
alimentacdo humana tem vindo a ser estudada de forma a verificar se os efeitos
farmacologicos detetados in vitro podem ocorrer em sistemas bioldgicos. Apesar dos
compostos fendlicos serem estruturalmente muito diversos e distribuidos por um
namero alargado de espécies vegetais, 0s elementos deste grupo presentes em
guantidade significativa na dieta humana ndo sdo muito variados. As principais
fontes de fendis na dieta humana sdo os alimentos vegetais (cereais, frutas e

legumes) e os seus derivados (sumos, vinho, cerveja e chd) (Goncgalves, 2007).
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5.1. Compostos néo-flavondides

Os compostos nao-flavondides sdo um grupo vasto de compostos de onde se
destacam os acidos benzdicos, os acidos cinamicos, os estilbenos e as isoflavonas.
Os acidos benzéicos e cinamicos (Figura 7), frequentemente denominados acidos
fendlicos, encontram-se nos frutos na forma livre em baixas concentracfes quando
comparados com as suas formas conjugadas. Estes compostos aparecem sobretudo
sobre a forma de ésteres com &cido tartarico ou ligados a acucares (Goncalves,
2007). Caracterizam-se por terem um anel benzénico, um grupo carboxilico e um, ou
mais, grupos hidroxilo e/ou metoxilo na molécula, conferindo propriedades

antioxidantes, tanto para os alimentos, como para o organismo (Soares, 2002).

R1 R> a) Acidos benzéicos

H H Acido p-hidroxibenzoico " .

OH H Acido protocatequinico HO / \ COOH
OH OH Acido gélico 4\/\—4%

OCH; H Acido vanilico R2

OCHs OCHs Acido siringico

R1 R> b) Acidos cinamicos R1

H H Acido p-cumarico \>:\

OH H Acido cafeico Hoﬁi{\\ //\ﬁﬁ:ﬁ*COOH
OCHs3 H Acido ferrulico s

OCHs OCHs Acido sinapico R2

Figura 7. Estrutura quimica geral dos acidos benzdicos e cinamicos. Adaptado
de Goncalves (2007).

Segundo Russell et al. (2009) e relativamente aos frutos estudados neste
trabalho, as Tabela 3 e Tabela 4 apresentadas mostram a quantidade de acidos
fendlicos (acidos benzdicos e cinamicos) livres e conjugados quantificados na

framboesa e na groselha.
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framboesa e na groselha.

Tabela 3. Acidos fendlicos (benzoicos e cinamicos) livres presentes na

Acidos fendlicos (livres) Framboesa (mg/g) Groselha (mg/qg)
galico 5.73 +0.53 1.27 £ 0.50
protocatequinas 3.83+£0.83 27.22 +2.13
p-hidroxibenzdico 33.31+6.54 néo observado
gentisico nao observado 2.01+£0.40
cafeico 2.33+0.62 13.23+£1.45
vanilico 24.58 £ 6.32 néo observado
siringico 107.51 + 47.28 néo observado
p-cumarico ndo observado ndo observado
ferrdlico 74.33£17.20 néo observado
sinapico 36.89 £ 10.01 néo observado
salicilico 7.64+£4.77 néo observado

Adaptado de Russell et al. (2009).

Tabela 4. Acidos fendlicos (benzoéicos e cindmicos) conjugados

presentes na framboesa e na groselha.

Acidos fenélicos
(conjugados)

Framboesa (mg/g)

Groselha (mg/g)

galico
protocatequinas
p-hidroxibenzdico
gentisico

cafeico

vanilico

siringico
p-cumarico
ferralico

sinpico

salicilico

1669.25 + 256.24
273.26 + 68.81
676.31 + 76.59
néo observado
63.95 £+ 8.05
94.34 + 26.65
5.91 + 3.07
224.64 + 37.62
127.74 +12.85
42.89 + 9.33
25.13 £ 5.57

43.59 + 15.63
389.80 + 100.82
120.75 + 19.75
41.28 +6.30
354.51 + 60.82
48.21 +6.07
néo observado
504.81 + 62.83
67.27 £ 5.37
ndo observado

nao observado

Adaptado de Russell et al. (2009).

Os estilbenos sdo 1,2 —diariletenos (Figura 8). O anel A geralmente possui
dois grupos hidroxilo na posicdo meta, enquanto o anel B estd substituido por
grupos hidroxilo e metoxilo nas posi¢cées orto, meta e/ou para. O membro mais

abundante desta familia é o resveratrol (Goncalves, 2007).

22



R> Rs R4 Estilbenos

—__ HO A\
H H H pinosilvina \/ N p /B VR4
H H OH resveratrol ¢ a \)_// —/
/
OH H OH hidroxiresveratrol ) / R2 R3
H OH OH piceatanol HO
H OH OCHg3 rapontigenina

Figura 8. Estrutura geral dos estilbenos. Adaptado de Goncalves
(2007).

As isoflavonas sdo um grupo importante de compostos fendlicos que se
encontram presentes sobretudo nas leguminosas e nas favaceas como seja 0 caso
da soja. A sua base estrutural € o 1,2 — diarilpropano (Figura 9). A sua propriedade

biolégica mais relevante é a semelhanga com a hormona de mamiferos, o

estrogénio, tendo por isso, relevancia farmacolégica (Cassidy et. al., 2000).

R1 R2 Isoflavona
H H daidzeina
OH H genisteina
H OCHg3; gliciteina

Figura 9. Estrutura geral das isoflavonas. Adaptado de Goncalves
(2007).

5.2. Compostos flavondides

O grupo de compostos fendlicos mais relevante nos alimentos é o dos
flavondides. A este grupo pertence um numero alargado de familias de compostos
como seja, os flavanadis, os flavondis, as flavanonas, as flavonas, as antocianinas e
os taninos que diferem no seu padrdo de oxidacao (Gongalves, 2007).

Os flavondides séo caracterizados pela estrutura Cs-C3-Cg com dois anéis
fendlicos (A e B) e um anel heterociclico piranico (C) que os une. A Figura 10
apresenta a estrutura geral do nucleo flavanico da qual se constituem os

flavonodides.
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Figura 10. Estrutura quimica do nucleo flavanico. Adaptado de
Gongalves (2007).

a) Antocianinas

As antocianinas sdo um grupo de compostos que apresentam um papel
importante na cor dos frutos e cuja estrutura deriva de glucésidos do catidao flavilio
com diferentes graus de hidroxilacdo e metoxilagdo. Na sua forma nao glicosilada
denominam-se de antocianidinas (agliconas).

A diversidade estrutural das antocianidinas (agliconas) depende do numero e
posicao dos grupos hidroxilo e metoxilo ligados aos anéis aromaticos (A e B). Estas
substituicdes interferem na cor apresentada por cada uma das antocianidinas e
condicionam a sua aplicagdo como corantes na industria alimentar (Goncalves,
2007).

Enquanto a hidroxilacdo conduz ao aumento da tonalidade azul, a
metoxilacdo tem o efeito oposto, enaltecendo a tonalidade vermelha. Por outro lado,
as antocianinas metoxiladas sdo mais estaveis que as hidroxiladas, uma vez que as
moléculas orto-hidroxiladas s&o transformadas mais facilmente em quinonas
(Bourzeix, 1976). A um determinado pH as antocianinas-3-glucdsido sdo mais
coradas que as antocianinas-3,5-diglucésido. Da mesma forma as antocianinas
podem ser coradas ou ndo consoante o pH do meio, a sua concentracdo e a
presenca ou ndo de co-pigmentacdo (Mazza e Brouillard, 1987).

As interaccbes moleculares das antocianinas com outros compostos afectam
a sua estabilidade, contribuindo desta forma para a enorme variedade de cores que
estes pigmentos exibem (Heredia et al., 1998). A este fendmeno da-se o nome de
co-pigmentacdo. Neste fendmeno ocorre uma interaccdo molecular através de
ligacBes de hidrogénio e interaccdes hidrofébicas entre as antocianinas e outras

moléculas (ndo coradas) que actuam como co-pigmentos (Davies & Mazza, 1993).
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Os co-pigmentos encontrados pertencem a diversas familias de compostos
tais como flavonoides (em particular os flavandis), &cido fendlicos, alcaloides,
aminoacidos e acidos organicos.

Estruturalmente, a co-pigmentacdo é a associacdo hidrofébica entre
cromoforos de moléculas de glucdsidos das antocianinas com a parte plana
eletronicamente insaturada de co-pigmentos, que podem ser flavondides incolores e
em particular derivados subgrupos dos flavonéis e das flavonas ou outros compostos
fendlicos, tais como certos acidos fendlicos. O equilibrio de co-pigmentacdo pode
ser descrito como uma reacdo em que antocianinas livres se juntam a cofactores de
co-pigmentacdo que vao co pigmentando as antocianinas e vice-versa (Corte-Real,
2009).

A co-pigmentagdo desempenha um importante efeito foto-protector das
antocianinas (Spranger-Garcia, 1990), ou seja, impede que estas se degradam
rapidamente devido as reacc¢des de oxidacdo que estas sofreriam caso néo fizessem
parte dos complexos de co-pigmentacdo. Representa um papel importante na
estabilidade dos pigmentos monoméricos e determina a quantidade potencial de
pigmentos poliméricos (Boulton, 2000).

A co-pigmentacdo antocianica resulta em cores mais brilhantes, fortes e
estaveis do que as expressas pelas antocianinas ndo co pigmentadas (Eiro et al.,
2002).

As antocianinas encontram-se amplamente distribuidas em frutas e legumes.
Sao uma das principais classes dos flavondides e contribuem significativamente
para a atividade antioxidante dos flavondides. Como captadores de radicais livres,
podem potencialmente interagir com sistemas bioldgicos, inibindo acdes prejudiciais
ao organismo, nomeadamente na protecdo antibacteriana e cardiovascular (Su et
al., 2007). Caracterizam-se também por possuirem efeito anticancerigeno, anti-
inflamatorio, bem como, efeito neuroprotetor (Bakowska-Barczak et al., 2011). Sao
também responsaveis pela cor intensa avermelhada, azul ou arroxeada dos
pequenos frutos (Su et al., 2007).

As antocianinas (Figura 11) podem diferir na natureza pelo nimero e posicao
dos acucares (pentoses, metilpentoses e hexoses) ligados a molécula e pela
esterificacdo do acucar com acidos fendlicos. Na maioria dos casos o0s agUcares

ligam-se na posicao 3 podendo também ocorrer ligacdes na posicdo 5 e 7.
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Os acucares podem ser mono-, di- e trissacéridos. Gracgas a diversidade de

padrdes de glucosilacéo e acilagcéo, existem cerca de 300 antocianinas identificadas

na natureza (Goffon et al. 1991).

R1 R Antocianina Cor

H H pelargonidina-3-glucésido  vermelha alaranjada /Fﬂ OH
OH H cianidina-3-glucosido vermelha /B (
OH OH delfinidina-3-glucésido rosa HO /1\\\&/6\ A RO
OCHjs H peonidina-3-glucésido roxa azulada \H\A//,;.\Ci 3

OCHs; OH petunidina-3-glucésido roxa EH " O-Glucose
OCHjs OCHs; malvidina-3-glucosido roxa avermelhada

Figura 11. Estrutura de antocianidinas 3-glucésido. Adaptado de

Gongalves (2007).

A seguir, na Tabela 5 destacam-se as principais antocianinas existentes nos

frutos vermelhos.

Tabela 5. Principais antocianinas presentes nos frutos vermelhos.

Principais antocianinas presentes nos frutos vermelhos

Framboesa

Groselha Mirtilo

cianidina-3-glucosido
cianidina-3-rutindsido
cianidina-3-suforésido

cianidina-3-glucosido
cianidina-3-rutindsido
cianidina-3-sufordsido

cianidina-3-glucésido
cianidina-3-galactésido
cianidina-3-arabindsido

cianidina-3,5-diglucésido
pelargonidina-3-glucésido
pelargonidina-3-rutindsido
pelargonidina-3-suforésido
quercetina-3-glucésido
quercetina-3-acetilglucésido
quercetina-3-rutinésido

delfinidina-3-glucésido
delfinidina-3-galactdsido
delfinidina-3-arabindsido
malvidina-3-glucésido
malvidina-3-galactésido
malvidina-3-arabindsido
peonidina-3-glucésido
peonidina-3-galactésido
peonidina-3-arabinésido
petunidina-3-galactésido
quercetina-3-glucésido

Adaptado de Del Rio et al. (2010).
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b) Taninos

Taninos sdo compostos hidrossoliveis com pesos moleculares entre 500 e
alguns milhares de Dalton, que para além das reac¢des normais das moléculas
fendlicas, apresentam a capacidade para reagir com alcaloides, gelatina e outras
proteinas formando precipitados. Este grupo de compostos que precipitam com as
proteinas pode ser dividido em taninos hidrolishveis e taninos condensados
(procianidinas) (Goncalves, 2007).

Estes compostos possuem accdo antisséptica (antibacteriana e antifingica)
favorecendo a regeneracdo dos tecidos no caso de feridas ou queimaduras
(Fernandes, 2010).

I) Taninos hidrolisaveis

Este grupo de compostos tem como base um &cido fendlico, o acido galico
(taninos gélicos) e o acido elagico (taninos elagicos) (Figura 12) ligados a uma
molécula de aclUcar. Na maior parte dos casos, estes encontram-se na natureza
sobre a forma de ésteres multiplos com acucares, nomeadamente a D-glucose
formando estruturas complexas. Esta molécula é a base da biossintese dos taninos
hidrolisaveis mais complexos como € o acido tanico encontrado em partes nao
comestiveis de plantas (Gongalves, 2007).

Segundo Daniel et al., citado por Gongalves (2007), um estudo realizado com
as partes comestiveis de diversos frutos, permitiu concluir que apenas em
morangos, framboesas e mirtilos existiam taninos elagicos detetaveis por HPLC-UV.

As gquantidades detetadas situaram-se entre 0,5 e 10mg/g de fruto fresco.

OH
0.0 OH OH
=) HO‘@,OH
s
o COOH
Acido elagico Acido galico

Figura 12. Estrutura quimica do acido elagico e do &acido galico.
Adaptado de Del Rio et al., (2010).
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ii) Taninos condensados — flavandis

Os taninos condensados também designados como procianidinas séo
polimeros constituidos por duas ou mais unidades de flavan-3-ois, tal como
demonstra a Figura 13. Existem na natureza hidroxilados nas posi¢des 5 e 7 do anel
A, variando na estereoquimica do carbono 3 do anel C e no grau de hidroxilacdo do

anel B.

Figura 13. Estrutura quimica geral dos flavan-3-ois.

Os compostos mais simples da familia dos flavanéis sdo as epicatequinas e
as catequinas (monémeros) (Del Rio et al., 2010). De seguida, a Figura 14
apresenta a estrutura quimica geral destes compostos, bem como de outros da
respetiva familia presentes nos frutos em estudo.

OH

OH o OH
HO ) .\© How
; ~ OH

HO OH HO

(-)-epicatequina (+)-catequina

:OH
e}

procianidina B, procianidina Bs procianidina A,

Figura 14. Estrutura quimica dos flavan-3-ois monémeros e de alguns
dimeros identificados nos frutos. Adaptado de Del Rio et al., (2010).
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A quantidade de taninos condensados ingeridos corresponde a mais de

metade do total de compostos fendlicos ingeridos diariamente. Esta ingestdo deve-

se a sua grande abundancia em vegetais e frutas (Goncgalves, 2007). De seguida,

apresenta-se a Tabela 6 que evidencia a concentragdo destes compostos, nas suas

variadas formas, nos frutos vermelhos.

Tabela 6. Concentracgdes de flavan-3-ois monémeros, dimeros, trimeros

e procianidinas totais existentes nos frutos vermelhos (mg/kg fresco).

Procianidinas

Fruto mondmeros dimeros trimeros totais
framboesa 44 + 34 115+ 100 5757 302 + 230
groselha 13 20 15 608
mirtilo 40 £ 15 72 +18 54 +12 1798 £ 508

Adaptado de Del Rio et al., (2010).
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6. ACTIVIDADE ANTIOXIDANTE

O processo respiratério e diversas reaccdes oxidativas, que ocorrem nas
células aerobias, levam a formacdo de radicais livres que causam danos ao
organismo e contribuem para o aparecimento de muitas doencas (inflamacdes
diversas, tipos de cancro, doenca de Alzheimer e doencas cardiovasculares), bem
como, aceleram o processo de envelhecimento. Por isso, as células humanas
dependem de alguma capacidade antioxidante para fornecer protecdo contra o0s
efeitos prejudiciais dos radicais livres e de espécies reativas de oxigénio, que sao
consequéncias inevitaveis da vida aerodbia.

Para alcancar uma protecédo eficiente, os tecidos dispdem de um sistema
antioxidante integrado, que consiste num arranjo de diversos componentes
lipossolaveis (vitamina E, carotenoides), hidrossoluveis (4cido ascorbico,
glutatinona) e enzimaticos (glutatinona peroxidase, superoxido dismutase, catalase)
(Silva et al., 2010).

Existem estudos que referenciam a atividade antioxidante de extratos de
frutas, analisados por diversos metodos, a fim de correlacionar o consumo de
alimentos vegetais e os efeitos benéficos a saude.

Embora seja dificil analisar a relagdo entre o consumo de vegetais a partir da dieta e
o risco de mortalidade, estudos realizados por Rissanen et al. (2003) verificaram
uma relacdo inversa entre o consumo de alimentos vegetais (> 408 g/dia) e a
incidéncia de doencas cardiovasculares. Esta mesma relacao foi também observada
por Johnsen et al. (2003) para a taxa de risco de derrame (54506 individuos, 50-64
anos) (Hassimotto, 2005). Estes efeitos tém sido particularmente atribuidos aos

compostos que possuem atividade antioxidante (Silva et al., 2010).

6.1. Antioxidantes

Os antioxidantes podem ser definidos como substancias que quando
presentes nos alimentos a determinadas concentracdes retardam ou inibem a
oxidacdo de substratos oxidaveis. Também desempenham um papel fundamental na
defesa do organismo contra os radicais livres e substancias altamente reativas com

0 oxigénio (Pereira, 2010).
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Os principais antioxidantes nos vegetais sdo as vitaminas C e E, o0s
carotenoides e os compostos fendlicos, especialmente os flavondides (Silva et al.,
2010).

As substancias antioxidantes podem apresentar diferentes propriedades
protetoras e agir em diversas etapas do processo oxidativo, funcionando por
diferentes mecanismos e s&o, portanto, classificadas em duas categorias principais:
antioxidantes primarios e antioxidantes secundarios.

Os antioxidantes primarios sdo compostos de ac¢do antioxidante, capazes de
inibir ou retardar a oxidacdo por inativacao de radicais livres gracas a doacdo de
atomos de hidrogénio ou de eletrdes, o que transforma os radicais em substancias
estaveis.

Os antioxidantes secundarios podem apresentar uma grande variedade de
mecanismos de acc¢ao, como por exemplo, a ligacdo de ides metélicos (alteracéo de
valéncia), a inativacdo das espécies reativas de oxigénio, a conversdo de
hidroperdxidos em espécies ndo-radicalares ou a absorcéo de radiacao ultravioleta
(Silva et al., 2010).

De acordo com varios autores (Pokorny et al., 1991 e Pereira, 2010), os
antioxidantes podem ser agrupados segundo 0s seus mecanismos de accao (Tabela
7).

Tabela 7. Mecanismos de ac¢ao dos antioxidantes.

Tipo de Antioxidante Mecanismos de Accéo Compostos

Antioxidante ln"f‘t'.vam os radicais livres Compostos fendlicos
lipidicos

Estabilizadores de P_revmerT) a decompos!(;a_o de .
hidroperéxidos em radicais Compostos fendlicos

Hidroperéxidos .
livres

Promovem a atividade dos

Sinergistas . Acido citrico, &cido ascérbico
antioxidantes
. - Ligam metais pesados Acido fosforico, compostos de
Inativadores metalicos U . . i
tornando-os inativos Maillard, acido citrico
Desactivadores de oxigénio Transformam o oxigénio L
. . N Carotenoides
singuleto singuleto em oxigénio triplete
Substancias que reduzem Reduzem hidroperéxidos por . .
. o . . o Proteinas e aminoacidos
hidroperoxido vias nao radicais

Adaptado de Pereira (2010)

31



Os antioxidantes estdo presentes em praticamente todas as plantas,
microrganismos e tecidos animais. Na sua maioria s&o compostos fendlicos, entre o0s
quais, tocoferdis, flavonéides e acidos fendlicos.

O mecanismo de accdo antioxidante dos fendis esta relacionado com a
facilidade de ceder um atomo de hidrogénio aos radicais lipidicos e assim quebrar as
reaccdes de propagacao durante a oxidacdo. O radical fendlico formado € mais
estavel e menos reativo. Os dois grupos hidroxilo na vizinhanca e o grupo carbonilo
na forma de éster aromatico (lactona, flavanona ou flavona) sao fatores essenciais
para a atividade antioxidante (Pereira, 2010).

Uma dieta adequada que envolva o consumo de antioxidantes, pode
minimizar o risco de certos tipos de doenca. Alguns autores sugerem também a
ocorréncia de efeitos aditivos e sinergéticos por parte dos fitoquimicos presentes em
frutos e vegetais, e que levam a uma consideravel atividade antioxidante e
anticancerigena (Ferreira e Abreu, 2007). Os antioxidantes da dieta podem proteger
0 organismo humano contra danos no ADN celular, lipidos e proteinas, infligidos por
radicais livres, por terem capacidade de inibir oxido-redutases. Os compostos
fendlicos podem quelatar ies metalicos pré-oxidantes (como Fe?* / Fe*" e Cu?),

prevenindo a formacao de radicais livres a partir desses elementos (Sousa, 2008).

6.2. Radicais Livres

Um radical livre pode ser um a&tomo ou uma molécula que contém um ou mais
eletrbes desemparelhados, isto €, tem orbitais com apenas um eletrdo. Sob esta
forma, o composto apresenta uma forte reatividade com a maioria das espécies
guimicas. Os radicais livres derivados de oxigénio sdo genericamente conhecidos
como espécies reativas de oxigénio e representam a classe mais importante de
radicais livres geradas pelo organismo. Assim, apesar do oxigénio molecular (O,) ser
essencial para a vida aerébia, pode ser toxico em determinadas condi¢des (Ferreira
e Abreu, 2007). Segundo Sousa (2008), o organismo utiliza cerca de 98 a 99% do
oxigénio que consome para produzir energia. A restante percentagem nao participa
no processo, mas sim na formacdo destas espécies toxicas reativas. A este

fendmeno chamamos o “paradoxo do oxigénio” (Ferreira e Abreu, 2007).
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A maioria dos danos causados pelos radicais livres pode ser restaurada por
sistemas de reparagdo internos, contudo, existem radicais que permanecem no
organismo por este ndo ter forma de os poder eliminar (Sousa, 2008).

As mitocondrias sdo uma das principais fontes de espécies reativas de
oxigénio, mas sao também, um dos primeiros alvos de ataque destes radicais. Uma
vez que a cadeia respiratoria € composta por proteinas transmembranares que
existem na membrana mitocondrial interna, a formacéo destas espécies ocorre perto
da membrana. Assim, tém facil acesso aos lipidos desta membrana, que sé&o
especialmente sensiveis a fendbmenos de ataques de radicais livres, tal como ilustra

a Figura 15 (Fernandes, 2010).

Phospholipid
Cell Membrane,

Figura 15. Ataque de radicais livres através das mitocéndrias.

A exposicao do organismo a radicais livres, provenientes de diversas fontes,
levou o organismo a desenvolver uma série de mecanismos de defesa para eliminar
estes radicais livres. Estas defesas foram a resposta da evolugcédo a inevitabilidade
da existéncia de radicais de oxigénio em condi¢des de vida aerdbia. Estas defesas
podem ser enzimaticas ou ndo enzimaticas (Ferreira e Abreu, 2007).

As defesas antioxidantes enzimaticas sdo em grande numero e encontram-se
espalhadas por todo o organismo, tanto no meio intracelular como no meio
extracelular. Exemplos destas defesas sdo a superoxido dismutase (SOD), a
catalase (CAT), a glutationa peroxidase (GPH-Px), a glutationa redutase (GPHR),

entre outras (Figura 16).
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Figura 16. Defesas antioxidantes enzimaticas.

Entre as defesas antioxidantes ndo enzimaticas, Figura 17, destacam-se 0s
compostos como a glutationa (GSH), o a-tocoferol (vitamina E), o acido ascorbico

(vitamina C), o &cido lipoico, os carotenoides, os flavondides, entre outros.

Citosol
Vitamina E / Cu Zn SOD
Beta caroteno GSH _
GSH Peroxidasa
B
>( Lisosomas

QNUCLEO 0} ——

Reticulo Vitamina E
Beta caroteno

Endoplasmico
Vitamina E (_/ > Mitocondria

Beta caroteno Mn SOD

O GSH Peroxidasa
Peroxisoma: GSH
Catalasa

Vitamina E
Beta caroteno

Figura 17. Defesas antioxidantes ndo enzimaticas.

Mas, para além das defesas enddgenas, existe uma gama variada de
moléculas naturais ou sintéticas com propriedades antioxidantes e que podem
constituir um sistema exdgeno de defesa. Produtos naturais com atividade
antioxidante podem ser Uteis no auxilio do sistema protector endégeno, podendo ser
utilizados como nutracéuticos. Nessa perspetiva, 0s antioxidantes presentes na
nossa dieta assumem uma grande importancia como possiveis agentes protetores
gue ajudam o corpo humano na redugao dos danos oxidativos.
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6.3. Stress Oxidativo

As plantas, durante o seu ciclo de vida, estdo expostas a diversas situacoes
desfavoraveis, que se traduzem por desequilibrios ou stresses, ao nivel do seu
desenvolvimento e crescimento, e que portanto, afectam a produtividade. Neste
contexto, um stress representa uma alteracao significativa das condi¢des favoraveis
ao crescimento e desenvolvimento normal de um organismo, 0 que origina uma
resposta, a diferentes niveis, que passam por alteracdes fisiolégicas, bioquimicas,
moleculares e ainda na expressao de genes (Baptista, 2009).

Em organismos aeroébios, os radicais livres sdo constantemente produzidos
durante o funcionamento normal da célula, na maior parte sob a forma de espécies
reativas de oxigénio. Uma vez produzidos, a maior parte dos radicais livres sao
removidos pelas defesas antioxidantes da célula que incluem enzimas e moléculas
nao enzimaticas. A manutencdo do equilibrio entre a producéo de radicais livres e as
defesas antioxidantes € uma condicdo essencial para o funcionamento normal do
organismo.

Em concentracbes baixas ou moderadas, as espécies reativas de oxigenio
podem ser benéficas para a célula, estando envolvidas em varios processos
fisiolégicos. No entanto, ha situagcbes em que o equilibrio entre a producdo de
espécies reativas de oxigénio e as defesas antioxidantes pode ser destruido devido
a uma producdo excessiva dessas espécies, ou porque existe um défice nas
defesas antioxidante da célula.

A este desequilibrio denomina-se de stress oxidativo, e nessas situagoes, as
espécies reativas de oxigénio em excesso podem oxidar e danificar lipidos,
proteinas e DNA, levando a sua modificacdo e frequentemente a sua inutilizacao,
inibindo a sua funcao normal.

O stress oxidativo pode ter causas naturais, como 0 que ocorre em situacfes
de exercicio fisico extremo, ou em processos de inflamac&o; mas pode também ter
causas nao naturais como a presenca de xenobidticos no organismo ou em
situacles relacionadas com varias doencas. De facto, a producao néo controlada de
radicais livres foi jA associada como causa, ou como estando relacionada com
muitas doencas incluindo: varios tipos de cancro, diabetes, cirrose, doencas

cardiovasculares e desordens do foro neurolégico, entre outras. A sobreproducao de
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espécies reativas de oxigénio tem sido inclusivamente relacionada com o processo
de envelhecimento.

Considerando a estimativa de que 70 % das doencas cronicas e dos custos
associados podem ser prevenidos, facilmente se compreende a primordial
importancia do conhecimento, e se possivel, do controle da producdo excessiva de
espécies reativas de oxigénio. Este controle pode ser obtido assegurando niveis
adequados de antioxidantes e quelantes de radicais livres; quer melhorando a
gualidade da dieta (maior consumo de vegetais, leguminosas e frutos), quer evitando
comportamentos conducentes a uma maior producdo de radicais livres e espécies
reactivas de oxigénio, como o tabaco e a exposicdo excessiva a poluentes
ambientais e xenobidticos (Ferreira e Abreu, 2007). A Figura 18 ilustra bem a

situacao de causal/efeito da ac¢ao dos radicais livres no organismo humano.

Causas

Consequéncias
Alvos

= Poluentes Ambientais = Cancro

) = Lipidos - Doengas
= Farmacos Radicais membranares cardiowasculares
= [3es metalicos - : - Proteinas :> Desordens

" neurclogicas
- Radiagac = Acidos nucleicos
- » Doengas

= Exercicio excessivo = Glicidos pulmonarss
» Processos de = Diabetes

inflamagac ] 3
= Arrite reumatzide

» Enve'hecimenio

Figura 18. Principais causas e consequéncias da ac¢do dos radicais
livres. Adaptado de Ferreira e Abreu (2007).

6.4. Avaliacdo da Capacidade Antioxidante — DPPH/ABTS

A captacado de radicais € o principal mecanismo de ac¢do dos antioxidantes
nos alimentos (Pereira, 2010). Existem diversas metodologias para avaliacdo in vitro
da capacidade antioxidante em produtos alimentares e farmacos recorrendo a
diversos sistemas quimicos (Antolovich et al., 2002). A utilizacdo de espécies
radicalares com maximo de absor¢cao na zona do visivel, tais como o radical 2,2'-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) (Figura 19) ou o radical gerado a partir do acido 2,2’-

azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfénico (ABTS) (Figura 20), constituem a base de
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duas das metodologias in vitro usadas com frequéncia em ensaios preliminares,
anteriores a separacao e caracterizagdo de compostos bioativos.

O radical 2,2’-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) é estavel e é caracterizado por
um maximo de absorvancia proximo dos 515 nm. Na presenca de uma substancia
capaz de Ihe doar um atomo de hidrogénio, o DPPH transforma-se na sua forma
reduzida (DPPH-H), perdendo a cor violeta da solucdo original, que se traduz na
diminuicdo da absorvancia a 515 nm (Figura 21) (Magalhaes et al., 2005).

P P
o,,.@%m.,z@ ozu@gn_uz@

NO 3

(2)

Figura 19. Radical 2,2’-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) (1) e na sua

forma reduzida (2).

O método de ABTS baseia-se na geracdo de um catido radicalar (ABTS*")
através da reacao entre o ABTS e o persulfato de potassio originando uma solucao
azul-esverdeada com capacidade de absorver a 734 nm. A adicdo de substancias
com poder antioxidante ao (ABTS*") provoca uma alteragéo estrutural que se traduz
na descoloracdo e perda da capacidade de absorver nesse comprimento de onda
(Magalhées et al., 2005).
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Figura 20. Radical 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfénico
(ABTS)
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Apesar da facilidade e simplicidade com que estas metodologias sé&o
executadas, o controlo rigoroso das condi¢cdes reacionais é fundamental para a

obtencéo de resultados fidveis (Magalhdes et al., 2005).

'

< DPPH radical > < Reduced DPPH >

Figura 21. Exemplo de mudanca de cor do radical DPPH apdés reagir
com antioxidante. Adaptado de Pereira (2010).

Na maioria dos casos, o0 método de DPPH ¢é utilizado para medir a captacéo
de radicais apds 30 minutos depois de iniciada a reacdo. Normalmente, € expresso
em valor ECsg, Ou seja, a concentracdo de antioxidante necessaria para captar 50%
dos radicais de DPPH num periodo de tempo determinado.

O DPPH é um radical estavel e com baixa taxa de deterioracéo e reatividade
com a maioria dos compostos. Assim sendo, apenas reagentes redutores fortes sao
capazes de reagir com estes radicais estaveis num modo estequiométrico. A baixa
absorvancia obtida indica que ocorreu atividade sequestradora de radicas livres
(Borges et al., 2011).

O radical cationico ABTS é mais reativo que o radical DPPH, logo, a reacao
ocorre completamente ap6s 1 minuto. A atividade de captacdo de radicais pelo
método de ABTS expressa-se em valor TEAC (trolox equivalent antioxidant capacity
(capacidade antioxidante equivalente trolox)).

Uma utilidade deste método € a possibilidade de medir a actividade de
compostos de natureza hidrofilica e lipofilica.

Em suma, estes dois métodos colorimétricos sdo relativamente simples e nao
necessitam de temperaturas altas para a sua execucédo (Borges et al., 2011). Podem
ser Uteis para a busca de novos antioxidantes mas ndo quando se pretende valorizar
a utilidade de um antioxidante num alimento, ja que a sua atividade neste caso,
depende de fatores tais como a polaridade, a solubilidade e a atividade quelante dos

metais (Pereira, 2010).
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7. AMOSTRAS

Para este trabalho foram recolhidas amostras de framboesa, groselha e mirtilo
produzidas em modo de producado biolégica na Empresa Vasco Pinto & Agostinho
Sousa, Lda., sedeada na freguesia de Vila Maior, no concelho de Séo Pedro do Sul,
distrito de Viseu.

A Empresa Vasco Pinto & Agostinho Sousa, Lda. (Figura 22) é uma empresa
certificada, criada em 1999 que produz, transforma e distribui produtos agricolas

biolégicos.

Figura 22. Imagens da Empresa Vasco Pinto & Agostinho Sousa, Lda.

As amostras foram colhidas entre o dia 3 de junho e o dia 9 de julho do ano
de 2010, altura que atingem o seu ponto de maturacao 6timo. A Tabela 8 identifica o

cbdigo atribuido as amostras em funcao da data de colheita.

Tabela 8. Identificacdo das amostras recolhidas.

Data de
. 03/06/2011 10/06/2011 17/06/2011 24/06/2011 01/07/2011 09/07/2011
colheita
Framboesa F0306 F1006 F1706 F2406 F0107 F0907
Groselha G0306 G1006 G1706 G2406 G0107 G0907
Mirtilo MO0306 M1006 M1706 M2406 MO0107 MO0907
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8. METODOS UTILIZADOS

8.1. Método de Extracdo dos Compostos Fendlicos
Os compostos fendlicos presentes nos frutos foram extraidos segundo
adaptacdo do método proposto por Ferreira et al. (2002). A Tabela 9 evidencia as

condicdes especificas do método utilizado.

Tabela 9. Condi¢bes de extracao do método utilizado.

Solventes utilizados Proporcao Tempo Quantidade
(V:v) extracao de fruto
metanol/acido acético 98:2 1 hora (3x) 10g
acetona/agua 60:40 1 hora (3x) 109

Modo operatério

Pesaram-se 10 g de amostra e maceraram-se num copo de precipitacao
durante 5 minutos. Adicionaram-se 50 mL de solu¢cdo de metanol:acido acético
(98:2) e mantiveram-se em agitacdo magnética, durante 1 hora, a temperatura

ambiente (Figura 23).

Figura 23. llustracdo da extragdo dos compostos fendlicos das

amostras.

A mistura foi filtrada e o sobrenadante colocado num porta-amostras. Este
procedimento de extracdo foi repetido 3 vezes. O total de sobrenadantes foi

colocado no mesmo porta-amostras e designado como extrato de metanol.
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Seguidamente realizaram-se 3 extracdes com uma solucdo de acetona:agua
(60:40) de forma semelhante a descrita acima. O conjunto destes sobrenadantes foi
designado como extrato de acetona.

8.2. Quantificacdo dos Compostos Fendlicos Totais

Uma das formas de se poder avaliar o teor de compostos fendlicos totais €
através do método colorimétrico de Folin-Ciocalteu. Estes compostos interagem com
o reagente de Folin-Ciocalteu através dos seus grupos hidroxilo oxidaveis,
resultando uma coloracdo cuja intensidade € medida espectrofotometricamente e a
sua concentracdo é determinada através de retas de calibragcdo (Marques et al.,
2004).

No presente trabalho procedeu-se a quantificacdo dos compostos fenolicos
totais através do metodo colorimétrico de Folin-Ciocalteu, adaptado de Singleton e
Rossi (1965).

Método colorimétrico de Folin-Ciocalteu

Num tubo juntaram-se 750 pL de agua destilada, 125 pyL de amostra e 125 pL
do reagente Folin-Ciocalteu. Aguardaram-se 6 minutos e adicionaram-se 2 ml de
solucdo de carbonato de sédio a 5% (m/v). Em seguida colocaram-se as amostras
no escuro, a temperatura ambiente, durante 90 minutos. Por fim procedeu-se a
leitura das amostras num espectrofotometro ao comprimento de onda de 760 nm. A
analise foi feita em triplicado nos extratos de metanol e de acetona.

Os resultados foram expressos em equivalentes de acido galico (EAG).

8.3. Fracionamento dos Compostos Fendlicos

No sentido de avaliar a contribuicdo relativa de cada familia de compostos
fendlicos, estes foram fracionados por cromatografia em fase solida. O processo de
fracionamento dos compostos fendlicos totais dos frutos estudados foi efetuado por
adaptacao da metodologia descrita por Sun et al. (2006).

Para o processo de fracionamento dos compostos fendlicos foram utilizadas
mini-colunas Discovery DSC-18, com capacidade de 60 mL e com 10 gramas de

material de preenchimento C;s. As colunas foram ativadas com 60 mL de metanol e
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em seguida lavadas com 120 mL de agua destilada, seguindo-se um pré-
condicionamento com 60 mL de solugdo tamp&o comercial de fosfato de pH 7,0
antes da sua utilizagdo. O pH da amostra foi neutralizado por adigcdo de NaOH.

A amostra foi cuidadosamente carregada na coluna C-18 precondicionada,
com um fluxo de menos de 2 mL/min. A Figura 24 ilustra o procedimento efetuado.

Figura 24. Fracionamento das amostras por colunas apolares de Cg.

O fracionamento comecou adicionando 100 mL de solu¢éo tampéo fosfato pH
7,0 (1:8 v/v) para eluir os acidos fendlicos (fracdo tampéao). De seguida, a coluna foi
lavada com 50 mL de agua destilada e seca sob vacuo por alguns segundos. A
eluicdo com 100 mL de acetato de etilo permitiu isolar a fragcdo constituida por
monomeros e oligbmeros das procianidinas. Os compostos fendlicos fixados na
coluna, compostos por antocianinas e pigmentos poliméricos foram eluidos
finalmente com 100 mL de metanol acidificado com 0,1% de HCI (extrato metanol).

A fracdo tampao foi utilizada para a determinacédo dos acidos fendlicos e a
extracdo metanol foi usada para a determinacdo das antocianinas monomericas,

recorrendo-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

8.4. Quantificacdo dos Taninos Totais

A quantificacdo dos taninos totais nos frutos em estudo foi efetuada pelo
método de Cheynier et al. (1989).

Inicialmente preparou-se num baldo de 500 mL, uma solu¢do standard
composta por 200 mL de HCI, 200 mL de butanol e 60 mg de sulfato de ferro

hexahidratado. De seguida, foram retirados 100ul de amostra para um baldo de
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diluicio de 5 mL e perfez-se o conteddo com agua destilada. Tapou-se e
homogeneizou-se a solucéo, a qual foi identificada como solugao A.

De seguida colocou-se num tubo de ensaio 2 mL da solugéo A e adicionaram-
se 6 mL da solucéo standard, o qual foi tapado e agitado cuidadosamente. Dividiu-se
o contetdo em dois tubos de ensaio, com 4 mL cada e identificaram-se como tubo 1
e tubo 2. O tubo 1 foi colocado em banho fervente (100 °C) durante 30 minutos e
arrefecido de seguida. O tubo 2 foi colocado no escuro, a temperatura ambiente,
durante 30 minutos. Apds isto, a absorvancia das solucdes (Absl e Abs2,
respetivamente) foi determinada no espetrofotbmetro a 540nm. A andlise foi
efetuada em triplicado.

A quantificagdo dos taninos totais em solucdo foi calculada através da

seguinte férmula:

Taninos Totais (g/L) = (Abs,; — Abs;) x 0.1736 x 50

Os resultados do teor em taninos totais dos frutos estudados foram expressos

em mg/g de fruto fresco.

8.5. Quantificacdo das Antocianinas Totais

A guantificacdo das antocianinas totais foi determinada através do método de
Boulton et al. (2001). Este método baseia-se na formacdo de um composto incolor
por combinacéo das antocianinas com o ido HSO3'.

Num copo colocou-se 1 mL de HCI, 70 ml de etanol e 30 ml de 4gua destilada
e homogeneizou-se a solucdo. De seguida, colocaram-se 100 pyl de amostra num
baldo de diluicdo de 5 ml, perfez-se o conteudo do baldo com a solucao
anteriormente preparada e homogeneizou-se de seguida.

Procedeu-se a leitura da absorvancia de 540 nm e a andlise foi efetuada em
triplicado.

Para o calculo das antocianinas totais foi utilizada a seguinte formula:

Antocianinas Totais (mg/L) = AbSsso X 16.17 X 50
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Os resultados do teor em antocianinas totais nos frutos estudados foram
expressos em equivalentes de malvidina-3-glucésido por grama (EMvG/g) de fruto
fresco.

8.6. Determinacao da Percentagem de Polimerizagdo das Antocianinas

A determinacdo da percentagem das varias formas de polimerizacdo das
antocianinas, ou seja, antocianinas monoméricas, poliméricas e co-pigmentadas, foi
feita por adaptacdo ao método de Mazza et al. (1999).

Nesta metodologia foram efetuados trés processos distintos com o objetivo de
no final, se poder calcular a percentagem de distribuicdo das varias formas de
antocianinas existentes.

No Processo 1 (Aaxcet), adicionaram-se 20 pL de solugcdo de acetaldeido a 2
mL de amostra e seguido de repouso durante 45 minutos. Apo0s isso, procedeu-se a
leitura no espetrofotdmetro, a uma absorvancia de 520 nm.

No Processo 2 (Asoz), adicionaram-se 260 uL de solugéo sulfurosa a 2mL de
amostra e procedeu-se, de seguida, a leitura no espectrofotdmetro, a uma
absorvéancia de 520 nm.

No Processo 3 (Aexirat), 0 Valor da absorvancia da solugcéo de antocianinas foi
determinado diretamente a 520 nm.

A percentagem de distribuicdo das varias formas de antocianinas existentes,

foram calculadas através das seguintes formulas:

% co-pigmentadas = [(Aacet — Aextrat) / Aacet] X 100
% monomericas = [(Aexrat — Asoz2) / Aacet] X 100

% poliméricas = [Aso2 / Aacet] X 100

8.7. Identificacdo e quantificacdo das Antocianinas monomeéricas

Para a determinacdo das antocianinas individuais dos frutos estudados, as
amostras foram colocadas por injecdo direta no HPLC, segundo a metodologia
descrita por Dallas & Laureano (1994).

Para tal utilizou-se um equipamento Dionex Ultimate 3000 Chromatographic

System (Sunnyvale, California, USA) (Figura 25) equipado com bomba quaternaria
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modelo GPL-3400 A, um injetor automatico ACC-3000, um compartimento de
colunas com termdstato (regulavel até 35 °C) e um detetor UV/Vis modelo MWD-
300. Foi utilizada uma coluna C18 Acclaim® 120 (250 x 4.6 mm, tamanho das
particulas 5 um) (Dionex, Sunnyvale, California, USA), protegida por uma pré coluna

C1s do mesmo material.

Figura 25. Sistema de cromatografia utilizado.

Os solventes utilizados foram: (A) acido férmico a 40 %, (B) acetonitrilo puro
(C) e agua bi-destilada, ambos de qualidade analitica para uso cromatografico. A
eluicdo decorreu com um fluxo de 0,7 mLmin™. O gradiente utilizado na anélise

cromatografica € o apresentado na Tabela 10.

Tabela 10. Gradiente de elui¢do utilizado na analise das antocianinas
individuais dos frutos analisados por HPLC.

Tempo (min) Solvente A (%) Solvente B (%)  Solvente C (%)

0 25.0 6.0 69.0
15 25.0 6.0 69.0
85 25.0 25.5 49.5
105 25.0 25.5 49.5
110 25.0 6.0 69.0
125 25.0 6.0 69.0
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O volume de injecao foi de 20 yL de amostra, sendo a analise realizada a 25
°C. A detecgao foi efetuada a 520 nm. As amostras foram previamente filtradas por
um filtro de 0,45 um de diametro.

O tratamento dos dados foi efetuado recorrendo-se ao software Chromeleon
(verséo 6.8) (Sunnyvale, Califérnia, EUA).

As antocianinas foram quantificadas utilizando uma curva de calibragao
previamente obtida com solu¢cdes padrdao de malvidina-3-glucosido. Os picos
cromatograficos das antocianinas foram identificados de acordo com os tempos de
retencéo e a ordem de eluicdo dos compostos apresentados por Dallas & Laureano
(1994).

8.8. Identificacdo e quantificacdo dos Acidos Fendlicos

Para a determinacédo dos acidos fendlicos dos frutos, procedeu-se a analise
da fracdo tampdao dos frutos que continham os acidos fendlicos.

O equipamento cromatografico utilizado para a determinacdo dos acidos
fendlicos foi 0 mesmo anteriormente descrito para a quantificacdo das antocianinas
individuais, assim como a coluna utilizada.

A fase movel A foi uma solucdo aquosa de acido férmico a 5% (usada como
fase movel, para ajustar o pH, devido a sua volatilidade e caracteristicas
acidificantes) e a fase movel B metanol, ambos de qualidade analitica dos
laboratérios Panreac. A agua ultrapura foi obtida de um sistema de purificacdo Milli-
Q da marca Millipore. A eluicdo decorreu com um fluxo de 1,0 mL.min™ de acordo
com o descrito na Tabela 11. O gradiente utilizado foi 5% B, 5 min; gradiente até
60% de B em 60 min; 60% B, 5 min; 5% B, 5 min.

Tabela 11. Gradiente de eluigdo utilizado na andlise dos &cidos

fendlicos dos frutos analisados por HPLC

Tempo (min) Solvente A (%) Solvente B (%)

0.0 95.0 5.0
5.0 95.0 5.0
65.0 40.0 60.0
70.0 40.0 60.0
75.0 95.0 5.0
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A detecao foi feita a 280 e a 325 nm e foi utilizado um programa de software
Chromeleon (versdo 6.8) (Sunnyvale, Califérnia, EUA) para tracar o perfil
cromatografico dos &cidos fendlicos. O volume de amostra injetado, concentrada 5
vezes (5:1) foi de 40 pL e o fluxo foi de 1 mL/min, sendo a analise realizada a 25 °C.

Cada um dos acidos fendlicos individuais foi identificado tendo como base a
ordem de eluicdo, os tempos de retencdo e em alguns casos, 0S respetivos
espectros de ultra violeta-visivel, comparativamente ao apresentado na literatura.

Os resultados foram obtidos utilizando a equagao de regressao (y = 1,279x)
da reta obtida pela area do pico em funcdo da concentracdo de acido cafeico (50 a
500 mg/L).

8.9. Determinacéo da Capacidade Antioxidante

A determinacdo da capacidade antioxidante foi efetuada pelo método DPPH,
segundo Brand-Williams et al. (1995) e pelo método ABTS, segundo Miller et al.
(1993). Os resultados obtidos basearam-se na percentagem de inibicdo de cada

fruto, bem como na sua reta padréo e foram expressos em equivalentes trolox (ET).

a) Método DPPH

Num tubo juntaram-se 100 pL de amostra e 2 mL de DPPH, previamente
preparado (com metanol 100% até atingir absorvancias, medidas no
espectofotdmetro, na ordem dos 0,700) e em seguida colocaram-se as amostras em
sitio escuro, a temperatura ambiente, durante 30 minutos. Por fim procedeu-se a
leitura das amostras num espectrofotdometro a um comprimento de onda de 515 nm.

A analise foi feita em triplicado.

b) Método ABTS

Num tubo, juntaram-se 100 pL de amostra e 2 mL de ABTS, previamente
preparado (com solucdo tamponada até atingir absorvancias, medidas no
espectofotébmetro, na ordem dos 0,700) e em seguida colocaram-se as amostras no
escuro, a temperatura ambiente, durante 15 minutos. Por fim procedeu-se a leitura
das absorvancias das amostras num espetrofotometro a um comprimento de onda

de 734 nm. Efetuaram-se 3 repeticbes em cada amostra.
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9. Tratamento Estatistico

O tratamento estatistico foi feito por recurso ao programa “Statistica” versao
7.0. Foi realizada uma andlise de variancia (ANOVA 1-fator) seguida de um teste de
comparagao multipla (Tukey’s Honestly Significant Difference test) para avaliar se as
diferencas eram significativas. A analise estatistica foi feita com um nivel de

significancia de 0.05 de probabilidade.
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10. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Neste capitulo serdo apresentados o0s resultados obtidos na determinacdo
dos compostos fendlicos totais, dos acidos fendlicos, das antocianinas totais, do
grau de polimerizagdo das antocianinas e dos taninos totais dos trés frutos
estudados: framboesa, groselha e mirtilo. Além disso, sdo ainda apresentados o0s
resultados referentes a capacidade antioxidante e a quantificagdo de algumas
antocianinas monoméricas e acidos fendlicos por cromatografia liquida de alta
pressao (HPLC).

10.1. Compostos Fendlicos Totais

O teor em compostos fendlicos totais, presentes nos extratos de metanol e de
acetona dos frutos, foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu e expresso em
equivalentes de acido galico (EAG) por grama de fruto fresco.

A Figura 26 mostra a evolucdo dos compostos fendlicos presentes nos

extratos de metanol e de acetona para a framboesa.
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Figura 26. Evolucdo dos compostos fendlicos totais obtidos na

framboesa ao longo da maturagéo nos dois extratos obtidos.

E possivel verificar que, ao longo da maturacéo do fruto, o teor em compostos
fendlicos manteve-se aproximadamente constante para os dois extratos e os valores
obtidos no extrato metanol (0,32 - 0,65 mg/g EAG) foram sempre superiores aos
valores obtidos no extrato acetona (0,14 - 0,22 mg/g EAG).

Na Figura 27, verificou-se que o teor em compostos fendlicos totais obtidos
nos dois extratos da groselha, apesar de algumas oscilacfes, diminuiu ao longo da

maturacao.
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Figura 27. Evolugdo dos compostos fendlicos totais obtidos na groselha
ao longo da maturagéo nos dois extratos obtidos.

A semelhanca da framboesa, os valores de compostos fendlicos obtidos
foram superiores no extrato metanol (0,38 - 0,76 mg/g EAG) do que no extrato
acetona (0,23 - 0,46 mg/g EAG). No final da maturacao, dia 9 de Julho (0907), a
guantidade de compostos fendlicos no extrato de metanol era 82% mais elevada do

gue no extrato de acetona.

A Figura 28 representa a evolugdo dos compostos fenolicos totais obtidos no
mirtilo para os dois extratos.
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Figura 28. Evolugéo dos compostos fendlicos totais obtidos no mirtilo ao
longo da maturag&o nos dois extratos obtidos.

No extrato metanol verificou-se um ligeiro aumento do teor de compostos
fendlicos até ao terceiro dia de colheita de amostra, seguido de uma diminuicdo até
ao final da maturacdo. Por outro lado, no extrato de acetona, os valores obtidos
foram sempre constantes ao longo da maturacdo. No mirtilo também se verificou
gue, no extrato metanol, se obteve maior teor em compostos fendlicos totais, tal
como Spagolla et al. (2009) verificaram para o mirtilo de variedade “Rabbiteye”

(Vaccinium ashei) em condi¢bes semelhantes de extragéo e determinagéo.
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A Figura 29 mostra a quantidade total de compostos fendlicos obtidos no

conjunto dos dois extratos, para cada um dos trés frutos.

Fenois Totais

—&— framboesa

w
8 1,00 —=—groselha

=
£ 0,80 z —a— mirtilo
@
©
°
=

0306 1006 1706 2406 0107 0907

amostras

Figura 29. Evolugdo dos teores em compostos fendlicos totais nos trés

frutos estudados ao longo da maturagao.

De uma forma geral, todos os frutos tiveram o mesmo comportamento ao
longo da maturagéo. Inicialmente a amostra de groselha colhida no dia 3 de Junho
(0306) apresentou valores bastantes superiores (1,22 mg/g EAG) em relacdo aos
outros dois frutos.

Em relacéo aos trés frutos estudados, foi na framboesa que se obtiveram os
valores mais baixos de compostos fendlicos totais, ao longo de todo o tempo de
maturacao.

No final da maturacdo (Figura 30), os trés frutos apresentaram valores de
compostos fendlicos estatisticamente diferentes (nivel de significancia p<0,05). A
amostra de mirtilo (0,73 mg/g EAG) apresentava o valor mais elevado, seguida da
amostra de groselha (0,64 mg/g EAG) e por ultimo, a framboesa (0,47 mg/g EAG).
Estes valores séo inferiores aos obtidos por KusKoski et al. (2006), para a uva (1,17
mg/g EAG), amora (1,18 mg/g EAG) e morango (1,32 mg/g EAG), em condicbes
experimentais semelhantes. Da mesma forma, Sun et al. (2002) determinaram na

uva (1,82 mg/g EAG) e no morango (1,48 mg/g EAG) valores mais elevados em

compostos fendlicos totais.
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Figura 30. Teor em compostos fendlicos totais nos trés frutos estudados
no final da maturacdo. Letras diferentes indicam que os valores séo
estatisticamente diferentes (p<0.05).

Estudos apresentados por Rockenbach et al., (2008) demonstram que, em
condicdes de extracdo similares, o teor de compostos fendlicos totais para o extrato
metanolico da fruta fisalis foi de 0,58 mg/g EAG. Também Wu et al. (2006)
encontraram valores de compostos fendlicos totais em diferentes extratos de fisalis
variando entre 0,15 e 0,91 mg/g EAG por extrato.

10.2. Taninos Totais

A Figura 31 mostra a evolucéao da quantidade de taninos totais na framboesa,
na groselha e no mirtilo ao longo da maturacéao.
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Figura 31. Evolucdo dos teores em taninos totais nos frutos estudados
ao longo da maturacéo.

Ao longo da maturacdo, apesar de algumas oscilacdes, verifica-se um
aumento dos taninos totais no mirtilo e na groselha, e uma diminuicdo acentuada na

framboesa. No mirtilo obtiveram-se quantidades de 0,96 - 1,38 mg/g e na groselha
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0,48 - 1,19 mg/g. Na framboesa obtiveram-se valores de 0,16 - 1,18 mg/g. O valor
em taninos quantificados no final da maturagao (9 de julho) era para cada um dos
frutos estatisticamente diferente (nivel de significancia de p <0,05) do valor obtido no
inicio da maturacéo (3 de junho).

No final da maturacédo (Figura 32), os trés frutos apresentavam valores de
taninos totais estatisticamente diferentes (nivel de significancia p<0,05). Os teores
mais elevados foram obtidos no mirtilo (1,38 mg/g) e na groselha (1,12 mg/g).
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Figura 32. Teores em taninos totais nos frutos em estudos no final da
maturacdo. Letras diferentes indicam que o0s valores séo

estatisticamente diferentes (p<0.05).

10.3. Antocianinas

10.3.1. Antocianinas Totais
A Figura 33 apresenta a evolucdo dos teores em antocianinas totais

guantificadas ao longo da maturacao dos trés frutos.
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Figura 33. Evolucdo dos teores em antocianinas totais quantificadas

nos frutos estudados ao longo da maturagéo.
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Da analise a Figura 33 verificou-se que ao longo da maturacdo, apesar de
algumas oscilagdes, no mirtilo e na groselha o teor das antocianinas quantificadas
aumentou, ao contrario da framboesa que diminuiu o seu teor no final da maturacgéo.
Verificou-se também que o mirtilo ao longo da maturacédo e, regra geral, foi o fruto
gue apresentou maior quantidade de antocianinas totais (0,52 - 0,78 mg/g EMvG),
seguido da framboesa (0,10 - 0,40 mg/g EMvG) e da groselha (0,01 - 0,19 mg/g
EMVG).

No final da maturacdo (Figura 34), no mirtilo obtiveram-se os teores mais
elevados em antocianinas totais (0,78 mg/g EMvG). Comparando os diferentes
frutos, o teor em antocianinas totais quantificadas no mirtilo foi estatisticamente

superior a groselha e a framboesa (nivel de significancia p<0,05).

Antocianinas Totais
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Figura 34. Quantificacdo do teor em antocianinas totais nos frutos
estudados no final da maturacdo. Letras diferentes indicam que os

valores séo estatisticamente diferentes (p<0.05).

O teor em antocianinas totais obtido no mirtilo era superior ao obtido por
Rocha (2009), em condi¢des de determinacao similares, para a variedade Vaccinium
myrtillus (0,58 mg/g EMvG) e semelhante ao obtido por Pertuzatti et al. (2007) (0,81
mg/g EMvG) para a variedade de mirtlo Powder Delite. Kuskoski et al. (2006)
obtiveram teores em antocianinas totais para a amora (0,42 mg/g EMvG), para a uva
(0,31 mg/g EMvVG) e para o morango (0,24 mg/g EMvG) inferiores aos obtidos para o

mirtilo e superiores aos da framboesa e groselha.
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10.3.2. Percentagem de Polimerizagéo

As antocianinas totais podem apresentar-se na natureza sob a forma de
mondémeros, polimeros e co-pigmentadas. As seguintes figuras mostram em termos
percentuais as diferentes formas de polimerizacdo das antocianinas na framboesa,
na groselha e no mirtilo.

Ao longo da maturacdo da framboesa (Figura 35) nota-se um aumento das
formas co-pigmentadas e uma diminuicdo das formas monoméricas. No final da
maturacéo, cerca de 65% das formas eram co-pigmentadas, 15% poliméricas e 20%
monomeéricas.

Framboesa
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80 7 I
60 -
B co-pigmentadas

40 M polimeros

20 4 monémeros

Antocianinas
grau de polimerizagdo (%)

FO306 F1006 F1706 F2406 F0107 F0907
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Figura 35. Evolucao da percentagem de polimerizagdo das antocianinas

encontradas na framboesa ao longo da maturacao.

Em relacdo a groselha (Figura 36) € notéria, ao longo da sua maturacdo, uma
diminuicdo das formas monoméricas e um aumento das formas co-pigmentadas e
poliméricas. No inicio da maturacdo as formas monoméricas representavam 93%
das antocianinas totais, enquanto no final da maturacdo representavam apenas
16%. No final da maturacdo, 67% das antocianinas estavam na forma co-

pigmentada e 17% na forma polimérica.
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Figura 36. Evolugdo da percentagem de polimerizagdo das antocianinas

encontradas na groselha ao longo da maturacao.

A evolucgéo ao longo da maturacao das diferentes formas das antocianinas no
mirtilo (Figura 37) mostrou uma tendéncia para a diminuicdo das formas
monomeéricas, no entanto de forma menos pronunciada do que nos casos da

groselha e da framboesa.
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Figura 37. Evolucao da percentagem de polimeriza¢do das antocianinas

encontradas no mirtilo ao longo da maturacéo.

No inicio da maturacdo, 94% das antocianinas estavam na forma monomérica
e no final representavam 48% do total das antocianinas, valor muito superior aos 20

e 16% verificados para a framboesa e groselha, respetivamente.

10.3.3. Antocianinas monoméricas

De seqguida, a Figura 38 apresenta os perfis antocianicos obtidos por HPLC

para os frutos estudados.
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Figura 38. Perfil cromatogréfico relativo as antocianinas monoméricas
guantificadas na framboesa, na groselha e no mirtilo no final da
maturacdo. (1) delfinidina-3-glucésido (2) cianidina-3-glucésido (3)
petunidina-3-glucésido (4) peonidina-3-glucésido (5) malvidina-3-
glucosido (6) petunidina-3-acetilglucésido 7 malvidina-3-

acetilglucdsido.

A Tabela 12 evidencia as concentracfes obtidas, expressas em ug/g EMvG,
das antocianinas monoméricas identificadas nos trés frutos em estudo no final da

maturacao.
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Tabela 12. Concentracfes obtidas das antocianinas identificadas nos
frutos estudados no final da maturacéo.

Antocianinas Fruto
(Wg EMVG) framboesa groselha mirtilo
delfinidina-3-glucdsido 106,27 n.d. n.d.
cianidina-3-glucésido 3,95 4,84 17,85
petunidina-3-glucdsido 1,36 21,94 8,40
peonidina-3-glucdsido n.d. n.d. 45,25
malvidina-3-glucdsido n.d. n.d. 24,96
petunidina-3-acetilglucésido n.d. n.d. 1,41
malvidina-3-acetilglucdsido n.d. n.d. 1,07

Na framboesa foram identificadas as seguintes antocianinas monoméricas:
delfinidina-3-glucdsido, cianidina-3-glucosido e petunidina-3-glucosido. De entre as
antocianinas identificadas em maior quantidade foi a delfinidina-3-glucésido com
106,27 pg/g EMvG. Estes resultados obtidos estdo de acordo com estudos
realizados por Obon et al. (2011) e Goiffon et al. (1999), para o0 mesmo fruto e em
condicdes similares de determinacao.

Para a groselha, as antocianinas identificadas foram a cianidina-3-glucésido e
a petunidina-3-glucésido. A antocianina com maior concentracdo obtida na groselha
foi a petunidina-3-glucosido com 21,94 pg/g EMvG. A presenca destas antocianinas
na groselha foi anteriormente descrita por outros autores (Goiffon et al., 1999, Wu e
Prior, 2005).

Quanto ao mirtilo, foi o fruto onde foi possivel identificar o maior nimero de
antocianinas monomeéricas, tais como, cianidina-3-glucdésido, petunidina-3-glucésido,
peonidina-3-glucésido,  malvidina-3-glucdsido,  petunidina-3-acetilglucésido e
malvidina-3-glucésido. O total de antocianinas quantificadas foi de 98,9 ug/g EMvG.
A peonidina-3-glucésido, a malvidina-3-glucésido e a cianidina-3-glucésido foram as
antocianinas presentes em maior concentracdo, representando 46, 25 e 18%,
respetivamente, do total quantificado. As restantes antocianinas representavam, em
conjunto, 11% do total. Estas antocianinas identificadas estdo de acordo com
estudos realizados por outros autores (Del Rio et al., 2010, Obén et al., 2011 e

Versari et al., 1997) para o mirtilo.
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10.4. Andlise dos Acidos Fenélicos por HPLC

Relativamente aos &cidos fendlicos presentes nos frutos estudados, estes
foram analisados por HPLC recorrendo-se a sua detecdo através da utilizacdo de
dois comprimentos de onda (280 e 325 nm). A Figura 39 apresenta os diferentes
perfis obtidos relativamente aos &cidos fendlicos detetados na framboesa, na

groselha e no mirtilo, respetivamente.
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Figura 39. Perfis cromatogréaficos (280 e 325 nm) relativos aos acidos
fenolicos quantificados nos frutos em estudo, no final da maturagdo. (1)
galico (2) protocatequinico (3) caftarico (4) p-hidroxibenzéico (5)
clorogénico (6) vanilico (7) siringico (8) cumarico (9) hidroxicinAmico
(10) ferdlico.

A Tabela 13 evidencia os acidos fendlicos identificados e quantificados a
comprimento de onda de 280 nm, nos respetivos frutos em estudo no final da

maturacao.

61



Tabela 13. Concentracdes obtidas dos acidos fendlicos identificados
nos frutos estudados no final da maturacgéo.

Acidos Fendlicos Fruto
(ug/g EAG) framboesa groselha mirtilo
4cidos benzdicos
protocatequinico 1,10 7,98 n.d.
vanilinico 10,94 1,27 0,58
siringico 2,44 1,29 0,91
galico n.d. n.d. 1,27
p-hidroxibenzdico n.d. n.d. 0,54
acidos cinamicos
clorogénico 3,07 1,27 2,15
cumarico 6,23 2,10 n.d.
hidroxicinAmico n.d. 8,81 n.d.
ferdlico 27,26 7,97 n.d.
caftarico 1,06 3,58 n.d.

Na framboesa foram detetados os &acidos benzoéicos protocatequinico,
vanilinico e siringico e os acidos cinamicos clorogénico, cumarico, ferulico e
caftarico. De entre estes acidos, 0s que se apresentaram com maiores
concentragfes foram o acido feralico com 27,25 ug/g EAG e o acido vanilico com
10,94 pg/g EAG. Os acidos fendlicos identificados estdo de acordo com os
resultados de estudos obtidos, para o mesmo fruto, por Obodn et al. (2011) e Russell
et al. (2009) em condi¢cdes semelhantes.

Na groselha foi possivel detetar o0s seguintes &cidos benzodicos
(protocatequinico, vanilinico e siringico) e os acidos cinamicos (clorogénico,
cumarico, hidroxicinamico, ferulico e caftarico). Obtiveram-se para o &acido
hidroxicinamico e protocatequinico as concentra¢cdes mais elevadas, 8,81 e 7,98
Hg/g EAG, respetivamente. Foi neste fruto que se identificou e quantificou maior
namero de acidos fendlicos em relacdo aos trés frutos estudados. Estes resultados
estdo de acordo com estudos realizados, para 0 mesmo fruto e sob condi¢cdes
similares, por Russell et al. (2009).

No mirtilo, os &cidos benzdicos obtidos foram o vanilinico, o siringico, o gélico,
0 p-hidroxicindmico e o acido cinamico clorogénico. Com maiores concentracoes

obtidas foram o acido clorogénico com 2,15 ug/g EAG e o acido galico com 1,27
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Hg/g EAG. Estes compostos detetados estdo de acordo com estudos obtidos, para o

mesmo fruto e condi¢des similares, por Obodn et al. (2011).

10.5. Capacidade Antioxidante

Relativamente a capacidade antioxidante dos frutos em estudo, seguem-se 0s
resultados obtidos para o extrato metanol e para o extrato acetona pelos dois
métodos aplicados, método DPPH e método ABTS.

De acordo com a Figura 40, a evolugéo da capacidade antioxidante do extrato
metanol determinada pelo método DPPH para os frutos em estudo, manteve-se
constante, embora na groselha tenham sido detetadas oscilagdes maiores ao longo
da maturacdo. Os valores de capacidade antioxidante obtidos na framboesa foram
de 0,31 - 0,43 mg/g ET, na groselha 0,30 - 0,59 mg/g ET e no mirtilo 0,31 - 0,40
mg/g ET.

DPPH - extrato metanol

m —&— framboesa

—8—groselha

o
=)

o
>

o
)

—&— mirtilo

Capacidade Antioxidante
(mg/gET)

o

0306 1006 1706 2406 0107 0907

amostras

Figura 40. Evolucao da capacidade antioxidante quantificada no extrato
metanol pelo método DPPH, ao longo da maturacdo nos trés frutos

estudados.

Em relacdo ao extrato acetona determinado pelo método DPPH (Figura 41),
ocorreu em geral, uma diminuicdo da atividade antioxidante ao longo da maturacéo
dos frutos, sendo que na groselha se obteve uma ligeira maior atividade antioxidante

gue variou entre 0,21 e 0,43 mg/g ET.
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Figura 41. Evolugéo da capacidade antioxidante quantificada no extrato
acetona pelo método DPPH, ao longo da maturacdo dos trés frutos

estudados.

No final da maturacédo (Figura 42), comparando os trés frutos estudados, a
capacidade antioxidante dos mesmos pelo método DPPH, no total dos extratos

estudados, foi estatisticamente igual (nivel de significancia p<0,05).

DPPH

0,60 - a a a

0,40 -

0,20 -

Capacidade Antioxidante
(mg/gET)

0,00
framboesa groselha mirtilo

frutos

Figura 42. Capacidade antioxidante quantificada nos frutos estudados,
pelo método DPPH, no final da maturacéo. Letras iguais indicam que o0s

valores séo estatisticamente iguais (p<0,05).

Pelo método ABTS, no extrato metanol (Figura 43), ao longo da sua
maturacdo, a framboesa e a groselha foram mantendo a sua capacidade
antioxidante constante. No mirtilo, a capacidade antioxidante aumentou ao longo da

maturacao e obtiveram-se valores entre 3,72 e 5,77 mg/g ET.
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Figura 43. Evolucdo da capacidade antioxidante quantificada no extrato
metanol pelo método ABTS, ao longo da maturacdo nos trés frutos
estudados.

A Figura 44 mostra a evolucao da capacidade antioxidante do extrato acetona
dos frutos em estudo, pelo método ABTS.

Nesta figura pode-se verificar que para os trés frutos, inicialmente ocorreu um
ligeiro aumento seguido de uma diminui¢cdo da sua atividade antioxidante até ao final
da maturacéao.

Observa-se também que os valores obtidos pela groselha (0,39 - 0,54 mg/g
ET) e pela framboesa (0,28 - 0,50 mg/g ET) foram superiores em relacdo ao mirtilo
(0,20 - 0,30 mg/g ET).
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Figura 44. Evolucdo da capacidade antioxidante quantificada no extrato
acetona pelo método ABTS, ao longo da maturagdo nos trés frutos

estudados.

No final da maturacdo (Figura 45), comparando os trés frutos estudados, a
capacidade antioxidante do mirtilo, pelo método DPPH, foi estatisticamente superior
a capacidade antioxidante da framboesa e da groselha no total dos extratos
estudados (nivel de significancia p<0,05).
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Figura 45. Capacidade antioxidante quantificada nos frutos estudados,
pelo método ABTS, no final da maturacéo. Letras diferentes indicam que
os valores séo estatisticamente diferentes (p<0.05).

10.6. Correlacao da composicao fenélica com a atividade antioxidante
A Tabela 14 evidencia a correlacdo dos resultados obtidos entre a

composicao fendlica dos frutos estudados e a sua capacidade antioxidante.

Tabela 14. Correlacdo dos resultados obtidos entre a composicéo

fendlica e a atividade antioxidante dos frutos estudados ao longo da

maturacao.
Capacidade Antioxidante
R? extrato metanol extrato acetona
ABTS DPPH ABTS DPPH
CFTotais 0,72 0,34 <0,10 <0,10
Taninos Totais 0,10 <0,10
Antocianinas Totais 0,44 <0,10

Da analise a Tabela 14 observou-se maior correlacdo entre 0s compostos
fendlicos totais e a atividade antioxidante pelo método ABTS (R%=0,72), no extrato
metanol, tal como Vedana et al., (2008), para condi¢cfes similares.

As antocianinas totais também obtiveram maior correlacdo (R* = 0,44) com a

atividade antioxidante pelo método ABTS no extrato metanol.
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11. CONCLUSOES

Relativamente ao estudo dos trés frutos (framboesa, groselha e mirtilo)
face a evolugdo dos seus teores nos Vvarios parametros analisados até ao final
da maturacao concluiu-se que, em relacao aos seus compostos fendlicos totais
todos os frutos diminuiram os seus valores desde o inicio da maturacdo nos
dois extratos estudados, sendo que no extrato metanol, os teores em
compostos fendlicos foram sempre superiores, face ao extrato acetona nos trés
frutos. O mirtilo foi o fruto onde se obtiveram maiores teores de compostos
fendlicos totais também para os dois extratos.

Os teores em taninos totais e antocianinas totais quantificados no mirtilo
e na groselha aumentaram ao longo da maturacéo. Pelo contrario, a framboesa
possuia teores mais baixos destes compostos no final da maturacéo, quando
comparados com o inicio da maturacdo. No final da maturacéo, os teores mais
elevados de taninos e de antocianinas observaram-se no mirtilo.

Ao longo da maturacao verificou-se, para os trés frutos, uma diminuicédo
da percentagem relativa das formas monomeéricas das antocianinas.

Relativamente a identificacdo e quantificacdo das antocianinas
monomericas detetadas por HPLC, no final da maturacao, foi no mirtilo que se
observou maior quantidade de antocianinas. Em termos de acidos fendlicos,
também detetados por HPLC, no final da maturacéo, verificou-se que foi na
groselha que se identificaram e quantificaram mais acidos fendlicos (benzdicos
e cinamicos).

No final da maturacdo, todos os frutos estudados obtiveram valores
semelhantes de capacidade antioxidante quando determinada pelo método
DPPH. Relativamente ao método ABTS, o mirtilo, apresentava valores

superiores de atividade antioxidante.
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ANEXO A

O tratamento estatistico foi feito por recurso ao programa “Statistica”
versao 7.0. Foi realizada uma analise de variancia (ANOVA 1-fator) seguida de
um teste de comparagédo multipla (Tukey’s Honestly Significant Difference test)
para avaliar se as diferencas eram significativas. A analise estatistica foi feita
com um nivel de significancia de 0.05 de probabilidade.

Tabela A 1. Tratamento estatistico dos resultados obtidos para

cada um dos frutos estudados, ao longo da maturagao.

CFT me CFT ac Ant Tan ABTSme ABTSac DPPHmet DPPH ac

F0306 a ab a a a a a
F1006 a b b b a b b b
F1706 b b c c b c a a
F2406 a a d d a a c c
F0107 a a e e a ab ac ac
F0907 c a f e a a ac ac
G0306 a a a a a a a a
G1006 b b b b b b b b
G1706 c c c b b b c b
G2406 b d d c b c b c
G0107 d d e d b c d c
G0907 a cd f c b c b c
MO0306 a a a a a a a a
M1006

M1706 b a b a a b b a
M2406 c b c b b c b b
M0107 a a c b b ab a a
M0907 a a d b c ab c a
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