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Resumo

O presente estudo teve como principal objetivo avaliar o efeito do solvente na
atividade antioxidante e no conteddo em compostos fendlicos de extratos aquosos,
etandlicos e metandlicos obtidos a partir de frutos e folhas de plantas de Rubus cultivadas e
ndo cultivadas (coletadas no campo) obtidas no sul do Pais.

Nos extratos obtidos de frutos estudados, o espécime RUN2 apresentou os contelidos
em compostos fendlicos (2,57 mg GAE/g amostra fresca) mais elevados (fendlicos totais,
flavonoides totais, antocianinas monoméricas totais e taninos condensados) e a maior
atividade antioxidante (4,16 mg TE/g amostra fresca). Os extratos aquosos a 95°C e 0s
metandlicos foram o que apresentaram a maior capacidade em extrair estes compostos. Da
analise dos resultados dos extratos de folhas de plantas de Rubus ressalta que o espécime
ndo cultivado do Algarve (RUN2) apresenta 0 maior contetldo em compostos bioativos e a
maior atividade antioxidante. Quanto aos diferentes solventes usados nas extracdes das
folhas, o extrato aquoso (infusdo a 95 C) mostrou o0 maior poder de extracdo de compostos
bioativos (15,09 mg GAE/g amostra seca) e de antioxidantes (34,80 mg TE/g amostra seca).

Na avaliacdo da atividade antioxidante destes extratos foram realizados varios
ensaios. O método ABTS foi, efetivamente, o que apresentou os melhores resultados,
indicando que os compostos possuem elevada capacidade para reduzir o radical ABTS®". O
método DPPH mostrou as concentracbes mais baixas, sugerindo que os antioxidantes
presentes nestes extratos ndo possuem capacidade para reduzir o radical livre DPPH como
possuem para reduzir o radical ABTS®" e/ou ferro (I11).

Quanto a avaliacdo dos perfis de compostos fendlicos individuais (HPLC-DAD)
presentes nos extratos, as antocianinas e 0s &cidos hidroxibenzoicos foram os que
apresentaram os teores mais elevados. Assim, a forte correlacdo existente entre o contetido
em compostos fenélicos e a atividade antioxidante encontrada nestes frutos (R?=0,949) e
folhas (R?=0,857) pode ser explicada pela presenca destes compostos maioritarios,
sugerindo que os fendlicos sdo o0s principais responsaveis pela atividade antioxidante
existente nestes extratos.

Conclui-se, entdo, que as folhas e frutos das plantas estudadas constituem fontes
ricas em compostos biologicamente ativos, que possuem importantes propriedades
antioxidantes, podendo contribuir significativamente para as exigéncias das dietas

nutricionais e devendo ser fontes de nutrientes complementares a outras fontes principais.



Abstract

The current study had as main objective to evaluate the effect of solvent on the
antioxidant capacity and phenolic compound content of aqueous, ethanolic and methanolic
extracts obtained from fruits and leaves of wild and cultivated species (Rubus) obtained
from the south of the country.

In extracts obtained from studied fruits, the specie RUN2 presented the contents in
phenolic compounds (2, 57 mg GAE/g fresh sample) the highest (total phenolics, total
flavonoids, total monomeric anthocyanins and condensed tannins) and the highest
antioxidant capacity (4, 16 mg TE/g fresh sample). The aqueous at 95°C and methanolic
extracts presented the greater capacity of extracting these compounds. Analysis of the results
of leaves extracts of Rubus emphasizes that the wild specie of Algarve (RUN2) has the
highest content of bioactive compounds and the highest antioxidant activity. As to the
solvents used in the extraction of the leaves, the aqueous extract (infusion at 95°C) showed
the greatest power extraction of bioactive compounds (15,09 mg GAE/g dry sample) and
antioxidants (34,80 mg TE/g dry sample).

In the evaluation of antioxidant capacity of these extracts, were carried out several
assays. The ABTS assay was, effectively the one that showed the best results, indicating that
the compounds have a high capability to scavenge ABTS®' radical. The DPPH assay
showed the lowest concentration, suggesting that the antioxidants present in the extracts are
incapable to scavenging free radical DPPH have as to scavenging the ABTS®" radical and/or
reduce iron (111).

On the analysis of profiles of individual phenolic compounds (HPLC-DAD) present
in the extracts, the anthocyanins and hydroxybenzoic acids were those with the highest
values. Thus, the strong correlation between the content of phenolic compounds and
antioxidant capacity found in these species of fruits (R?= 0,949) and leaves (R?=0,857) could
be explained by the presence of the major compounds, suggesting that the phenolics are
mainly responsible for antioxidant activity present in these extracts.

It was concluded that the leaves and fruits of the studied species are rich sources of
biologically active compounds that have important antioxidants properties, and may
contribute significantly to the requirements of the nutritional diets and should be sources of

complementary nutrients to other major sources.
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Introducao

A alimentacdo equilibrada tem um papel importante na manutencdo da salde,
existindo uma procura cada vez maior de alimentos que satisfagam as necessidades
nutricionais bésicas ou que desempenhem efeitos fisiol6gicos benéficos na saude do
consumidor (Balogh et al., 2010). Este facto gerou um aumento de esforcos da
comunidade cientifica, que tem produzido inimeros estudos com o intuito de
comprovar a atuacao de certos alimentos na prevencdo de doencas e de conhecer o0 seu
valor nutricional (Oliveira et al., 2009).

Além do seu sabor adocicado e aroma refrescante, os frutos sdo uma fonte
importante de vitaminas, minerais e outros compostos bioativos na dieta humana. O
género Rubus representa um género diversificado de plantas que habitam
principalmente o hemisfério Norte. Tem sido dedicada especial atencdo a este género
devido a sua alta atividade antioxidante e conteudo fendlico. Dentro deste género, as
espécies Rubus ulmifolius Schott e Rubus idaeus L., em particular, sdo conhecidas por
demonstrar uma forte atividade antioxidante, principalmente como resultado dos seus
altos niveis de compostos fendlicos (Cekic & Ozgen, 2010). Estas espécies sio
especialmente ricas em taninos (Gudej & Tomczyk, 2004) e contém uma quantidade
notavel de compostos flavonoides, nomeadamente canferol e quercetina, acidos
fendlicos, triterpenos, vitamina C, entre outros.

Tal como outras frutas, os frutos vermelhos podem ter beneficios adicionais na
salde, uma vez que sdo fontes ricas de micronutrientes e fitoquimicos como
antocianinas, fendlicos e acido ascdrbico (Cekic & Ozgen, 2010). Os frutos tanto da
amoreira-preta como do framboeseiro sdo muito apreciados dados a sua forma, textura,
cor, sabor e aroma que podem apresentar quando consumidos em fresco. Desde sempre
que 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 frutos dado os seus elevados teores em
fitogquimicos biologicamente ativos capazes de promover a saude e retardar o
aparecimento de incapacidades associadas a doencas cronicas e/ou degenerativas.

As folhas de Rubus ulmifolius Schott (amoreira silvestre) sdo utilizadas por
terem efeitos adstringentes, antidiarreicos, pela sua atividade hipoglicémica e como
agente antiinflamatério na membrana mucosa da cavidade oral e garganta (Gudej &
Tomczyk, 2004). As folhas do framboeseiro (Rubus idaeus L.) tém sido comummente
utilizadas para tratar uma variedade de doencas, incluindo doengas do tubo digestivo,

coracdo e do sistema cardiovascular. Estas folhas sdo também conhecidas por terem
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Introducao

beneficios no tratamento da febre, diabetes e dor menstrual. As folhas do framboeseiro
podem ainda ser aplicadas externamente como agentes antibacterianos, anti-
inflamatorios, sudorificos e diuréticos. (Gudej & Tomczyk, 2004).

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado que existe uma correlagdo entre o
consumo de frutas e vegetais e a redugdo de doencgas cronicas (Balogh et al., 2010). A
combinacédo de vitaminas, minerais e antioxidantes fendlicos parece ser responsavel por
esses efeitos (Kammerer et al., 2007).

Assim, estas plantas (Rubus ulmifolius Schott e Rubus idaeus L.) vém
despertando o interesse de produtores e consumidores, principalmente pelo potencial de
consumo associado as suas propriedades benéficas para a saude. Portugal apresenta uma
diversidade de condigdes climaticas e pedoldgicas, que permitem o cultivo destas
plantas ao ar livre e, gracas aos Invernos amenos da sua orla costeira, em especial no
Algarve e Alentejo, € possivel a cultura protegida para producéo fora de época ao longo

do outono, inverno e primavera.



Introducao

1.1 Rubus

O género Rubus (familia Rosaceae), contém aproximadamente 740 espécies,
divididas segundo alguns autores, em 12 subgéneros ou segundo outros em 15
subgéneros (Eyduran & Agaoglu, 2011), sendo a sua origem da Europa e América do
Norte. Em geral estas plantas tém hastes bianuais, as quais necessitam de um periodo de
dorméncia antes de frutificar. As flores, normalmente, possuem cinco sépalas e cinco
pétalas e numerosos estames e carpelos dispostos ao redor de um recetaculo,
geralmente, de forma clnica.
Este género apresenta formas de reproducdo sexuada e assexuada, possuindo um
ndmero basico de cromossomas igual a 7. A ocorréncia de poliploidia, agamospermia
(formacdo de sementes sem reproducdo sexual) e hibridagdo entre as espécies, tornam a
taxonomia do grupo bastante complicada (Alice & Campbell, 1999). E comum a
ocorréncia de hibridos interespecificos com varios graus de esterilidade, os quais se
reproduzem assexuadamente por reproducéo vegetativa e agamospermica.

Das espécies de maior interesse agronomico deste género, destacam-se algumas
como a Rubus ulmifolius Schott e a Rubus idaeus L. Este género apresenta
caracteristicas de adaptacao climatica ampla, podendo encontrar-se cultivares com baixa
exigéncia de horas de frio, até cultivares que exigem 1000 horas de frio para a quebra da

dorméncia das sementes.

1.1.1 Beneficios para a saude

Varios compostos lipofilicos e hidrofilicos sdo encontrados em frutas vermelhas,
cujas propriedades bioldgicas tém sido atribuidas aos altos niveis e ampla diversidade
de compostos fendlicos. Porém, acredita-se que o efeito complementar, aditivo e/ou,
sinérgico resultante dos diversos componentes seja 0 responsavel pelas propriedades
biologicas benéficas ao invés de uma Unica classe ou composto quimico (Hirsch, 2011).

A amora-silvestre (Rubus ulmifolius Schott) apresenta varias qualidades
dietéticas. De entre os diversos efeitos benéficos destacam-se o baixo valor calorico (52
kcal/100g), o teor em sais minerais (potassio, célcio, magnésio, manganés e ferro),
riqgueza em vitamina C e fibras alimentares. O acido ascérbico pode estar presente sob
trés formas diferentes: acido ascorbico reduzido (&cido L-ascOrbico), é&cido
monodesidroascorbico e acido desidroascorbico. A atividade bioldgica da vitamina C
pode perder-se quando o 4&cido desidroascdrbico, por conversdo irreversivel, se

transforma em 2,3 &cido decitogulonico. A amora-silvestre apresenta também como
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Introducao

importantes componentes, 0s compostos polifendlicos como os taninos. Estes tém um
potencial efeito benéfico na salde humana, incluindo a atividade antioxidante, anti-
inflamatoria, antiviral e antimicrobiana. O efeito protetor tem sido atribuido a presenca
de polifendis, incluindo as antocianinas, proantocianinas, flavondis e flavonas. As
folhas da amoreira-silvestre (Rubus ulmifolius Schott) séo utilizadas por terem efeitos
adstringentes, antidiarreicos, pela sua atividade hipoglicémica e como agente anti-
inflamatorio na membrana mucosa da cavidade oral e garganta (Gudej & Tomczyk,
2004). As infusdes de folhas de Rubus ulmifolius Schott possuem propriedades
antissepticas urinérias, diuréticas e levemente laxativas. Estudos anteriores realizados
em Rubus ulmifolius Schott (Panizzi et al., 2002) relataram a presenca de flavonoides
como a quercetina e o canferol contribuem para prevenir o cancro e diminuir o
colesterol.

O framboeseiro (Rubus idaeus L.) tambem contém grande quantidade de
antioxidantes. Estudos revelam que uma dieta rica em framboesa foi capaz de reduzir
em até 80% a incidéncia de cancro de colon. Esta fruta é rica em carbohidrados e fibras
(pectina) e, portanto é excelente para repor energias. Além disso, cada 100 gramas de
framboesa fornecem 57 calorias. Contém alto teor de vitamina C, é antioxidante,
substancia que retarda o envelhecimento precoce das células humanas. A fruta excita o
peristaltismo intestinal de excesso de &cido pela sua grande riqueza em bases. A cura
pela framboesa € indicada contra prisdo de ventre, reumatismo e outras doencas de
figado, rins e hemorroidas. Usa-se no trato de toda a classe de diarreias, disenterias,
colicas intestinais das criancas, afecfes das vias urinarias. Tem propriedades diuréticas
e adstringentes. Usa-se contra hidropisia e areia nos rins. As folhas do framboeseiro tém
efeito antidiarreico e anti-inflamatorio (Gudej & Tomczyk, 2004). Em inflamacGes das
gengivas e de garganta, usam-se as folhas para infuséo e fazer enxague ou gargarejos.
As infusdes destas folhas tém sido usadas, durante séculos como remédio popular para o

tratamento de aftas, herpes labial, caibras nas pernas e nauseas em mulheres gravidas.
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1.1.2 Plantas estudadas

1.1.2.1 Rubus ulmifolius Schott

A espécie Rubus ulmifolius Schott, conhecida comummente por amoreira
silvestre, é nativa da Europa e Norte de Africa. Esta espécie tolera facilmente solos
pobres, sendo uma das primeiras plantas a colonizar baldios e terrenos de construcao
abandonados. Este tipo de arbustos encontra-se com muita frequéncia associado a
vegetacdo das zonas ribeirinhas (canaviais, canigos), impedindo a erosdo destas e
preservando a flora ai existente (Cavaco, 2007). A silva cresce em clareiras e orlas de
bosques, em matos humidos, nas bordas de caminhos e de campos de cultivo, em
barrancos e margens de rios. E indiferente ao tipo de substrato e prefere um clima
temperado quente. Em Portugal, esta espécie ocorre maioritariamente ao sul do Tejo e é
um arbusto de porte ereto ou rasteiro, espinhoso, semicaducifélio. E uma das poucas
espécies europeias do género que se reproduz sexualmente e é diploide. Algumas das
caracteristicas de identificacdo sdo os turides de cor violeta escuro, com revestimento do
tipo ceroso, as folhas alternas compostas por 5 foliolos, brancas tomentosas na pagina
inferior (com pelos estrelados), as estipulas lineares e face superior dos peciolos sulcada
apenas na metade basal e as pétalas lisas, de cor rosada, as vezes brancas. Esta espécie
produz drupas em abundancia, de cor negra brilhante e sabor acido ou acido-doce. No
entanto, € uma espécie bastante polimdrfica, particularmente nas caracteristicas como a
forma da folha, a ramificacdo da inflorescéncia ou a cor das pétalas (Castroviejo et al.,
1998). A floracdo desta espécie é de Maio a Agosto e os frutos sdo deliciosas amoras
silvestres com 10 mm, ocorrendo a sua maturacdo de Agosto a Novembro.

Esta espécie € conhecida pelas suas propriedades antidiabéticas, adstringentes,
depurativas, diuréticas, tdnicas, antimicrobianas e antivirais (Dall’ Acqua et al., 2008).
Estudos anteriores realizados em Rubus ulmifolius Schott (Panizzi et al., 2002)

relataram a presenca de flavonoides como a quercetina e o canferol.
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Figura 1. Fruto de Rubus ulmifolius Schott. Fotografia cedida por Ricardo Nunes.

1.1.2.2 Rubus idaeus L.

O framboeseiro (Rubus idaeus L.) é originario da Europa e parte de Asia, onde
cresce de um modo selvagem nos locais frescos. E uma planta arbustiva, com cerca de
40 a 60cm de altura, que cresce originalmente, em locais pedregosos e montanhosos e
em terrenos graniticos, prefere zonas com boa luminosidade. Possui um caule
subterraneo, curto, que emite 0s ramos ou varas anuais com espinhos (actleos). Estas
desenvolvem-se durante o primeiro ano e no ano seguinte florescem e frutificam,
morrendo de seguida. No ano seguinte nascerdo novas varas. As folhas sdo compostas
imparipinuladas ou alternadas com 3 a 5 foliolos, mais ou menos variaveis de tamanho e
de forma, podendo ser ovais, acuminadas, dentadas, de cor verde na pagina superior e
esbranquicadas ou acinzentadas e pubescentes na pagina inferior. As flores sdo brancas,
pequenas, suspensas por um pedunculo largo e espinhoso. O fruto do framboeseiro é de
coloracdo rosa avermelhada ou, raramente, as framboesas sdo de cor branca, amarela ou
roxa. O que denominamos de fruto, € um agregado de 75 a 80 pequenos gomos,
convexos, rugosos, agrupados em forma de pinha, onde cada gomo constitui um fruto
verdadeiro (Castroviejo et al., 1998) E um fruto naturalmente rico em vitamina C que
promove um efeito antioxidante e protetor do sistema imunoldgico. Além disso, contém
minerais como calcio, potassio, magnésio e ferro, este Gltimo muito Util na absor¢édo da
vitamina C. Boa fonte de fibras, é também rico em &gua, o que o torna indicado para

casos de obstipacdo e niveis altos de &cido urico. Tradicionalmente usa-se na confecdo
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de doces, gelados, mousses, mas pode optar por saborear-se ao natural. A polpa de
framboesa é muito aromética e de sabor agridoce.

Figura 2. Fruto do framboesgiro (Rubus idaeus L.). Fotografia de Ana Sobral.

A Tabela 1 apresenta as plantas estudadas neste trabalho, assim como o0s seus

locais de recolha e os respetivos codigos.

Tabela 1. Plantas estudadas e 0s seus respetivos codigos.
Nao Cultivada/Cultivada Planta Origem Cddigo
F. Alentejo RUN1

Rubus ulmifolius Schott

N&o Cultivada Lagos RUN2
Rubus ulmifolius Schott Faro RUC
Cultivada Rubus idaeus L. Faro RIC
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1.2 Compostos bioativos (ou fitoquimicos)

Muitos estudos tém mostrado que o consumo de frutas e vegetais pode exercer
efeitos positivos sobre a salde humana. Isto esta intimamente relacionado com o facto
de que os frutos, reconhecidos por conterem nutrientes essenciais e uma série de
micronutrientes tais como minerais, fibras e vitaminas, representarem excelentes fontes
dos chamados compostos bioativos. Compostos bioativos sdo constituintes nutricionais,
naturalmente presentes em pequenas quantidades nos alimentos, que exibem uma
potente atividade bioldgica (Jacques & Zambiazi, 2011). Dentre estes, destacam-se 0s
compostos antioxidantes da dieta como os polifendis, vitaminas C e E e taninos. Estes
antioxidantes naturais ocorrem em todas as partes das plantas (Hirsch, 2011).

As atividades bioldgicas das frutas vermelhas, como a amora-preta e a
framboesa, sdo parcialmente atribuidas ao seu elevado teor de uma variada gama de
fitoquimicos como os flavonoides (antocianinas, flavondis e flavandis), taninos
(proantocianidinas, elagitaninos e galotaninos), estilbendides (como o resveratrol),
acidos fenolicos (derivados do acido hidroxibenzoico e hidroxicindmicos) e lignanas
(Seeram, 2006).

1.2.1 Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos sdo substancias que possuem pelo menos um anel
aromatico, no qual, pelo menos um hidrogénio é substituido por um grupo hidroxila
(Angelo & Jorge, 2007). Estes compostos quimicos pertencem a um grupo heterogéneo
com aproximadamente 10 000 compostos (Hermann e Weaver, 1999). Podem ser
divididos em dois grandes grupos: os flavonoides, subdivididos em flavonas, flavandis,
flavondis, flavanonas, isoflavonas e antocianidinas, e os ndo flavonoides, que
compreendem os grupos dos &cidos fendlicos, lignanas e estilbenos (Figura 3.) (Angelo
& Jorge, 2007).
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Figura 3. Estruturas basicas de compostos fendlicos flavonoides e ndo flavonoides. Adaptado de

Hirsch, 2011.

Os polifenodis sdo metabolitos secundarios naturalmente presentes em frutas e
hortalicas, sendo que as frutas vermelhas, especialmente as frutas de amora-preta e
framboesa, sdo importantes fontes destes compostos na alimentacdo humana (Zheng &
Wang, 2003). Os compostos fendlicos sdo formados pelas plantas em condicbes de
stress como infecdes, ferimentos, exposicdo a radiacbes UV, dentre outros (Naczk &
Shahidi, 2006), protegendo contra patdégenos e predadores.

A importancia dos polifendis na nutricdo humana, esta geralmente relacionada
com a promoc¢do da saude e possivel prevencdo de algumas doencas. Dentre 0s seus
efeitos potencialmente benéficos na salde destacam-se a atividade anti-inflamatoria,
antiviral, antimicrobiana e antioxidante (Liu, 2003).

A atividade antioxidante desses compostos é principalmente devido as suas
propriedades de oxidacdo-reducdo, as quais podem desempenhar um papel importante
na absorcao e neutralizacdo de radicais livres, removendo o oxigénio tripleto e singleto
ou decompondo peroxidos (Amensour et al., 2010). A sua atividade antioxidante esta
relacionada, também, com a presenca de grupos hidroxilo na sua estrutura quimica e
com a alta reatividade dos mesmos, fatores considerados criticos para a neutralizacao de

radicais livres.
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Os compostos fendlicos sdo instaveis podendo sofrer degradacdo durante as
diversas etapas do processamento e armazenamento de alimentos (Angelo & Jorge,
2007).

1.2.1.1 Antocianinas

As antocianinas sdo um grupo de compostos fendlicos de ocorréncia natural
responsaveis pela cor de muitas plantas, flores e frutas (Dégaspari & Waszczynskyj,
2004). Ja as antocianidinas sdo as agliconas dos compostos encontrados na natureza na
forma O-glicosilada, e assim chamadas antocianinas (Jacques & Zambiazi, 2011). Ha
uma variedade enorme de antocianinas espalhadas na natureza e as principais diferencas
entre elas sdo o nimero de grupos hidroxilos, a natureza e o nimero de agucares ligados
a sua estrutura, os carboxilatos alifaticos ou aromaticos ligados ao agucar na molécula e
a posicdo dessas ligacdes (Figura 4). Até agora, ha relatos de mais de 500 antocianinas
diferentes e 23 antocianidinas (Hirsch, 2011) das quais seis sd0 as mais comuns nas
plantas, sendo elas a pelargonidina, peonidina, cianidina, malvidina, petunidina e
delfinidina (Dégaspari & Waszczynskyj, 2004); as trés Gltimas sdo as mais comuns na
natureza (Hirsch, 2011).

As antocianinas e antocianidinas tém mostrado atividade antioxidante superior
as vitaminas C e E. Estes compostos tém capacidade de neutralizar radicais livres por
doacdo de atomos de hidrogénio. Varios estudos tém sugerido que o teor de
antocianinas e a sua correspondente atividade antioxidante contribuem para o efeito
protetor das frutas e dos legumes contra doencas degenerativas e cronicas (Record et al.,
2001). Estes compostos também apresentam varios outros potenciais beneficios para a
salide como a reducao do risco de doencas cardiovasculares (Dégaspari & Waszczynskyj,
2004), a melhora da visdo e atividades anticancerigenas e anti-inflamatoria (Hirsch,
2011).

11
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OH
]
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ANTOCIANIDIMAS E ANTOCIAMINAS R, Rz R3
Pelargonidina H H H
Cianidina OH H H
Delfinidina OH OH H
Peonidina Ohle OH H
Malvidina OMe OMe H
Pelargonidina-3-galactosideo H H galactose
Cianidina-3-galactosideo OH H galactose
Cianidina-3-rutinosideo OH OH rutinose
Cianidina-3-glicosilrutinosideo OH OH glicose-rutinose
Delfinidina-3-galactosideo OH OH galactose

Figura 4. Estrutura geral das antocianinas com exemplos de substituintes que originam estruturas
quimicas de antocianidinas e antocianinas. Adaptado de Hirsch, 2011.

As antocianinas sdo normalmente estaveis sob condi¢des acidas, porém podem
degradar-se por qualquer mecanismo que leve a formagdo de compostos escuros e/ou
insoluveis. Essa degradacéo pode ocorrer durante o processamento e/ou armazenamento
do alimento, sendo que os fatores de maior influéncia sdo o pH, temperatura, presenca
de oxigenio e enzimas, além da interacdo com outros componentes do alimento como o

acido ascorbico, ibes metalicos, aclcares e co-pigmentos (Nakajima et al., 2004).

1.2.1.2 Taninos

O termo “tanino” foi usado pela primeira vez para descrever o material
responsavel pela formacdo de couro a partir de peles animais. A definicdo fitoquimica
de tanino foi proposta em 1962: “todos os compostos fendlicos soluveis em dgua, com
um peso molecular situado entre 500 e 3000 Da, cujas principais propriedades (para
além das reacdes caracteristicas dos compostos fendlicos) sdo a de formarem
complexos insolveis com os alcaloides, gelatina e outras proteinas” (Bate-Smith &
Swain, 1962).

12



Introducao

Desde entdo tém vindo a ser descobertos taninos com pesos moleculares muito
elevados na ordem das dezenas de milhares de Dalton (Carvalho, 2007).

A propriedade de precipitar as proteinas, mais particularmente as proteinas
salivares presentes na cavidade oral, esta na origem das propriedades adstringentes dos
alimentos ricos em taninos (McRae & Kennedy, 2011). Classicamente, distinguem-se
dois grandes grupos de taninos: os taninos hidrolisdveis e os taninos condensados
(Angelo & Jorge, 2007).

1.2.1.2.1 Taninos hidrolisaveis

Os taninos hidrolisdveis sdo, como o nome indica, passiveis de serem
degradados por hidrélise quimica ou enzimatica nas varias unidades estruturais que 0s
compbem. Sdo constituidos por uma parte polialcodlica (normalmente a glucose, mas
também o &cido quinico, outros fendis e outros glicosidos) e por uma parte fenolica (e.g.
0 acido galico) ligados atraves de uma ligacao éster (Hagerman, 2010). Os taninos
hidrolisaveis podem ser divididos em taninos galicos (galotaninos), em que a parte
fendlica € o acido galico, e taninos elagicos (elagitaninos), em que a parte fendlica € o
acido hexahidroxidifénico (que apdés a hidrélise origina acido elagico). A
pentagaloilglucose (PGG) e a vescalagina sdo exemplos de taninos galicos e elagicos,
respetivamente (Figura 5).

Estes taninos sdo abundantes na classe das dicotileddneas. Algumas arvores
desta classe, como o castanheiro e o carvalho séo utilizadas como fontes industriais de
tanino. O “acido tanico”, um nome genérico correspondente a uma mistura de varios
taninos galicos, é extraido de folhas e galhas de arbustos do género Rhus (sumagre), das
vagens de Caesalpinia spinosa (tara) e das galhas de vérias espécies de carvalho.

Os taninos galicos sdo extremamente raros na nossa dieta e os taninos elagicos
encontram-se apenas em grupos restritos de alimentos tais como framboesa, morango,
castanha, aveld, caju e pistacho (Carvalho, 2007). Estes taninos foram encontrados em
partes ndo comestiveis de alimentos tais como as folhas das plantas ou, no caso da
aveld, na pele, que representa apenas uma pequena parte do total comestivel, pelo que o
consumo deste tipo de taninos é provavelmente muito baixo. Também se podem
encontrar taninos elagicos em vinhos envelhecidos em barricas de madeira de carvalho,
como resultado da sua extracdo da madeira durante o seu estagio em barricas (Clifford
& Scalbert, 2000).

13
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R1=OH, R2 =H.......... Vescalagina
R1=H,R2 =0OH............Castalagina

Figura 5. Estrutura de taninos hidrolisaveis: A) tanino galico (pentagaloilglucose), B) taninos elagicos
(vescalagina e castalagina). Adaptado de Hagermen, 2010.

1.2.1.2.2 Taninos condensados (proantocianidinas)

Os taninos condensados sdo polimeros constituidos por duas ou mais unidades
de flavan-3-ol (Figura 6). Quando aquecidos em meio acido estes compostos originam
antocianidinas (reacdo de Bate-Smith), dai que também sejam conhecidos por

proantocianidinas (Cheynier, 2005).
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Afzelequinas:
R1=H,RZ2=0H,R3=H,R4=H....................(+)-afzelequina
R1=0H,R2=H,R3=H, R4=H...............[-)-epiafzelequina
Catequinas.
R1=H,RZ=0H,R3=H,R4=0H....................(*)-catequina
R1=0H,R2=H,R3=H,R4 =0H................(-)-epicatequina
Galhocatequinas
R1=H,R2=0H,R3=0H, R4 =0H...........(+)-galhocatequina

R1=0H,R2 =H, R3 =0H, R4 = OH.......(})-epigalhocatequina

Figura 6. Estrutura fundamental dos principais flavan-3-ois (flavondides) presentes na natureza.
Adaptado de Carvalho, 2007.

A estrutura dos principais flavan-3-ols presentes na natureza varia de acordo
com o numero de grupos hidroxilo no anel B e com a estereoquimica do carbono 3 do
heterociclico C. Assim, dependendo da estereoquimica do carbono 3, podemos ter, por
exemplo a (+) -catequina ou a (-) -epicatequina, e dependendo do grau de hidroxilagédo
do anel B podemos ter (epi) afzelequina (monohidroxilado), (epi) catequina
(dihidroxilado) ou (epi) galocatequina (trihidroxilado) (Figura 8) (Hagerman, 2002).

Os flavanois com a configuracdo 2S, tais como a (-) -catequina e a (+)-
epicatequina, sdo relativamente raros e usa-se o prefixo “ent” (de enantidmero) na sua
denominacdo (entcatequina, e ent-epicatequina, por exemplo). As unidades
fundamentais das proantocianidinas estdo geralmente ligadas entre si por ligaces do
tipo C-C entre 0 C4 de um flavanol e o C8 ou C6 do flavanol seguinte (Hagerman,
2002). O grau de polimerizacdo pode variar, podendo-se encontrar oligobmeros (dimeros
a hexadmeros) e polimeros (que podem atingir graus de polimerizacdo muito elevados).

As unidades de flavan-3-ol podem ainda estar ligadas a grupos acilo ou glicosilo.
O substituinte acilo mais comum ¢ derivado do acido galico que forma um éster com o

grupo hidroxilo na posicdo C3 do flavan-3-ol (Figura 7) (Carvalho, 2007).
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Figura 7. Estruturas da (-) -epigalhocatequina 3-O-galhato (EGCG) e (-) -epicatequina 3-O-galhato
(ECG). Adaptado de Carvalho, 2007.

A analise deste tipo de proantocianidinas nos alimentos é dificil devido a enorme
variedade de estruturas existentes e a escassez de técnicas analiticas que permitam a sua
separacdo e quantificacdo. Por esta razdo a sua dosagem nos alimentos limita-se as
estruturas mais simples como os monémeros, dimeros e alguns trimeros, apesar de os
polimeros constituirem a maioria dos polifendis presentes nas plantas (Carvalho, 2007).

As proantocianidinas sdo muito mais comuns na dieta do que os taninos
hidrolisaveis. Estas estdo presentes em concentracfes relativamente importantes em

frutos, bebidas derivadas, no cacau e chocolate, entre outros (Schmauch et al., 2010).

1.2.2  Acido ascorbico

O é&cido ascorbico esta presente em quase todos os alimentos de origem vegetal.
E um micronutriente essencial para 0 homem e a exigéncia minima de &cido ascorbico
para o ser humano é definida como 40-60 mg/dia. E uma vitamina hidrossoltvel e
antioxidante que reage diretamente com o oxigénio simples, radical hidroxilo e radical
superdxido, além de regenerar a vitamina E. Além disto, esta vitamina mantém as
enzimas sulfidricas nos seus estados reduzidos e poupa a glutationa peroxidase, que é
um importante antioxidante intracelular e cofator enzimatico (Jacques & Zambiazi,
2011). O acido ascérbico desempenha varias fun¢es no metabolismo, dentre as quais
se destacam o aumento da resisténcia organica e a formacédo do colagénio, é ativador de
crescimento, interfere no metabolismo do ferro, da glicose e na saude dos dentes e
gengivas, além de possuir potente atividade antioxidante. O seu teor € influenciado pelo

tipo de solo, forma de cultivo, condi¢des climéticas, procedimentos agricolas na colheita
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e armazenamento (Hirsch, 2011). Além disso, o &cido ascorbico é facilmente destruido
por oxidagdo, particularmente na presenca de calor, alcalinidade, catalisadores
metalicos, danos fisicos e baixa humidade relativa (Santana et al., 2008).

Apesar de ser amplamente conhecido pela atividade antioxidante, em algumas
condi¢cdes 0 acido ascérbico pode apresentar caracteristicas pro-oxidantes, pois apés
doar os seus dois hidrogénios redutores, fica passivel de receber eletrbes, devido ao
radical ascorbila formado, que é um agente oxidante (Capecka et al., 2005). Assim,
baixas concentracBes de ascorbato aumentam a atividade dos radicais de oxigénio,
enquanto altas concentracbes de ascorbato atuam reduzindo os radicais hidroxilo,
oxigénio singleto e peroxidos (Crohns, 2010). A atividade pro-oxidante do é&cido
ascorbico também foi relatada in vitro na presenca de tracos de metais de transicéo,
como o ferro e/ou cobre. Nestas condi¢des a acdo redutora do acido ascOrbico sobre
estes metais funciona como um catalisador para a formacéo de radical hidroxilo através

da reagdo de Fenton (Figura 8; Hirsch, 2011).

F© +H0, C———— > Fe© + ‘OH + OH (1)
Fe’™ + 4cido ascorbico ::> Fe** + 4cido deidroascérbico 2)

Figura 8. Reacgdo de Fenton. (1) Formacdo de radicais hidroxilo a partir do peréxido de hidrogénio na
presenca de ferro reduzido. (2) Regeneracéo do ferro reduzido pela agdo do &cido ascorbico. Adaptado de
Ferraz et al. (2007) e Hirsch, 2011.

1.3 Espécies reativas do oxigénio e as alteragdes oxidativas

As espécies reativas de oxigénio sdo produzidas naturalmente no organismo de
mamiferos, como resultado do metabolismo oxidativo. A sua formacéo ocorre pela acédo
de enzimas, durante processos fisiologicos (producdo de energia, fagocitose, regulacao
do crescimento celular, sinalizacdo intercelular e sintese de substancias bioldgicas
importantes) e pela exposicdo a fatores exdgenos, tais como: 0zonio, radiacdo gama e
ultravioleta, dieta, uso de medicamentos e tabagismo. No entanto, sdo observadas
situacBes nas quais ocorre uma sobrecarga dos mecanismos antioxidantes e 0 excesso
dos radicais livres acumulados apresenta efeitos prejudiciais, pois pode causar danos
oxidativos em diferentes moléculas (lipidos, proteinas e acidos nucleicos) (Barros et al.,

2010). O stress oxidativo € definido como o desequilibrio entre oxidantes e
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antioxidantes em favor dos oxidantes, levando potencialmente a danos e tem sido
sugerido como causa do envelhecimento e de vérias doencas nos seres humanos
(Olszewska & Michel, 2009). As espécies reativas do oxigénio estdo envolvidas na fase
de iniciacdo de diversas doencas degenerativas, como, por exemplo, danos nas
membranas e DNA, propiciando muta¢Ges que podem causar carcinogénese, e oxidacao
de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), que é considerado um dos principais fatores

causadores de doencas cardiovasculares (Hirsch, 2011).

1.4 Antioxidantes

A maioria das espécies animais possui um sistema eficiente de protecdo, sendo
assim capaz de neutralizar os efeitos prejudiciais decorrentes do metabolismo do
oxigénio e da oxidacdo de lipidos. Para se defender das espécies reativas de oxigénio
(EROs), o organismo apresenta mecanismos de defesa em trés niveis distintos:
prevencdo da formacédo de EROs, eliminacdo das EROs formadas e reparo de moléculas
modificadas pelas EROs. Os compostos antioxidantes atuam na prevencdo e eliminacao
das EROs formadas (Jung et al., 2006)

Os organismos eucariotas possuem enzimas antioxidantes como a superoxido
dismutase, a catélase e a glutationa peroxidase que reagem com 0s compostos oxidantes
e protegem as células e os tecidos do stress oxidativo. Estes compostos sdo conhecidos
como antioxidantes enzimaticos (Longhi, 2007).

Participam também no sistema de defesa antioxidante do organismo oS
chamados antioxidantes ndo enzimaticos, formados por muitas substancias como o
acido urico e proteinas de transporte de metais de transicdo, como a transferrina
(transporte do ferro) e a ceruloplasmina (transporte do cobre e oxidacdo do ferro para
ser captado pela transferrina). Além destes, destacam-se o0s antioxidantes nao-
enzimaticos obtidos da dieta, tais como as vitaminas C, E e A, além dos flavonoides e
carotenoides, que sdo extremamente importantes na intercecdo dos radicais livres. Os
antioxidantes ndo-enzimaticos protegem os alvos bioldgicos da oxidacdo por
apresentarem capacidade de supressdo da formacdo de radicais livres (quelacdo de
metais ou inibicdo de enzimas geradoras de radicais livres), eliminacdo de radicais
livres ou desativacdo formando um produto estavel e/ou participacdo em processos de
reparo (Longhi, 2007). As lesbes causadas pelos radicais livres nas células podem ser
prevenidas ou reduzidas por meio da atividade de antioxidantes, sendo estes

encontrados em muitos alimentos.
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A defesa inata do corpo humano pode néo ser suficiente para neutralizar danos
oxidativos (Reynertson et al., 2008), e uma protecdo adicional € critica para a prevengédo
de doencas. Isto torna os antioxidantes obtidos pela dieta, indispensaveis para a defesa
do organismo e manutengdo da satde (Hirsch, 2011).

O crescente conhecimento sobre o impacto gerado por antioxidantes da dieta na
promocdo da salde tem levado a um aumento nas investigagdes no campo de
antioxidantes naturais. Os fitoquimicos encontrados naturalmente em frutas e hortalicas
apresentam efeitos antioxidantes (Olszewska & Michel, 2009), sendo que muitos destes
compostos sdo encontrados em R. idaeus L. e R. ulmifolius Schott como os &cidos
fendlicos (&cido gélico, hidroxibenzoico, cafeico, cumérico, ferulico e elagico) e seus
derivados, os flavonoides (catequina, epicatequina, miricetina, quercetina e canferol),

além de &cido ascorbico (Gudej & Tomczyk, 2004).

1.4.1 Avaliacdo da atividade antioxidante

Por definicdo, atividade antioxidante é a capacidade que um composto
(composicao) tem de inibir a degeneracdo oxidativa (Longhi, 2007) e um grande
nimero de métodos tém sido desenvolvidos com o objetivo de avaliar a atividade
antioxidante dos alimentos. Contudo, devido a complexidade da composicdo de cada
tipo de alimento, tendo em vista que os antioxidantes ndao atuam separadamente, a
possivel interacdo entre eles pode fazer com que a determinacdo da atividade
antioxidante individualmente seja menos efetiva do que a avaliagdo da atividade
antioxidante total. Logo, sdo numerosas as metodologias para a determinacdo da
atividade antioxidante e podem estar sujeitas a interferéncias, sendo necessario o
emprego de duas ou mais técnicas, pois nenhum método sozinho poderia refletir

exatamente a atividade antioxidante total de uma amostra (Li et al., 2008).

1.4.1.1 Método TAA

Outro método frequentemente utilizado para avaliar a atividade antioxidante € o
ensaio do fosfomolibdénio. Segundo Prieto et al. (1999), o método de complexacéo pelo
fosfomolibdénio para determinacdo da atividade antioxidante total é baseado na reducéo
do molibdénio VI a molibdénio V pela amostra analisada e subsequente formacédo de
um complexo verde entre fosfato/molibdénio V em pH acido, determinado
espectrofotometricamente a 695 nm. A solucgéo teste inicial possui coloracdo amarela,

tornando-se verde a medida que a solucdo de fosfato de molibdénio se reduz.
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1.4.1.2 Método RP

O poder redutor foi determinado de acordo com Oyaizu (1986), em que o
principio da reacdo é a doacdo direta de eletrdes na reducdo de ferricianeto ([Fe(CN)e]s)
em ferrocianeto ([Fe(CN)s]4), em meio neutro (pH = 6,6). O produto foi visualizado por
adicéo de ides livres de Fe** ap6s a reacdo de reducéo, que resulta na formagdo de um
complexo com coloragdo azul intensa, Fes[Fe2"(CN)s]s, cuja absorvéncia foi avaliada
em 700 nm. Uma maior absorvéncia da mistura de reacdo indica maior poder redutor da

amostra.

1.4.1.3 Método FRAP

O método FRAP (poder antioxidante de reducdo do ferro) é baseado na
habilidade de reducdo do Fe** para Fe’*, em pH baixo (Berker, 2009). Quando isso
ocorre na presenca de 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), a reducdo é acompanhada pela
formacéo de um complexo (Fe* — TPTZ) de cor azul intensa que pode ser monitorado a
593 nm. E um método barato, os reagentes sio de facil preparo, os resultados sio
altamente reprodutiveis, e o procedimento é simples e rapido (Li et al., 2008). Poréem, a
medida da capacidade de reducdo ndo reflete necessariamente a atividade antioxidante.
Nem todo o redutor que tem habilidade de reduzir o ferro é antioxidante e nem todo
antioxidante é capaz de reduzir o ferro (ex. glutationa) (Prior et al., 2003). Além disso,
ja que este método nédo inclui nenhum substrato oxidavel, ele ndo fornece informacgdes

sobre as propriedades protetoras dos antioxidantes (Frankel & Meyer, 2000).

1.4.1.4 Método ABTS
Um dos métodos mais utilizados para medir a atividade antioxidante é atravées da
captura do radical ABTS®*" (2,2"- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)), que

pode ser gerado através de uma reacao quimica, eletroquimica ou enzimatica (Fig. 9).
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Figura 9. Estabilizagdo do radical ABTS®" por um antioxidante e a sua formagdo pelo persulfato de
potassio. Adaptado de Rufino et al. (2007).

O radical monocationico ABTS ** ¢ gerado pela oxidagdo do ABTS [2,2’- azino-
bis (3-etil-benzolina-6-sulfonado)] com persulfato de potassio e é reduzido na presenca
de um hidrogénio doador de eletrdes. Este teste pode ser utilizado tanto para substancias
lipofilicas, como para substéncias hidrofilicas, incluindo flavonoides, carotenoides e
antioxidantes plasmaticos. Esta metodologia avalia a atividade antioxidantes total de
substancias e compostos puros e extratos (Re et al., 1999). Assim, ocorre a formacao de
um radical croméforo (ABTS®"), onde a atividade oxidante ¢ avaliada pela supressdo da

cor quando as substéncias antioxidantes séo adicionadas ao meio (Longhi, 2007).

1.4.1.5 Método DPPH

O método DPPH (ensaio de reducdo do radical 2,2 difenil-1-picrilidrazila) é o
mais antigo método indireto para a determinacao da atividade antioxidante (Olszewska
& Michel, 2009). E usado para determinar o potencial antioxidante de compostos
fendlicos individuais e alimentares, bem como amostras bioldgicas relevantes. O teste
de DPPH baseia-se na reducdo do radical livre estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazil na
presenca de um antioxidante doador de hidrogénio, incluindo compostos fenolicos.
Como o DPPH mostra uma absorcdo muito intensa na zona do visivel, pode ser
facilmente determinado por espectrofotometria (Ibrahim et al., 2010). Este método tem
sido considerado um dos mais representativos para o emprego em modelos de radicais
na avaliacdo da capacidade de remocdo de radicais livres. Porém, avalia apenas o poder
redutor do antioxidante, que ao doar um eletrdo se oxida, e por este motivo ndo deteta
substancias pré-oxidantes (Hirsch, 2010). Além disso, o radical livre formado é
sintético. Dessa forma, a atividade antioxidante sobre radicais livres bioldgicos pode

nao ser a mesma avaliada neste método.
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1.5  Objetivos

O principal objetivo deste trabalho foi estudar o conteddo em compostos
fendlicos e a sua atividade antioxidante em diferentes extratos (aquosos, etandlicos e
metanolicos) obtidos de frutos e folhas de plantas de Rubus cultivadas e ndo cultivadas
(colhidas no campo) do sul de Portugal, como potenciais fontes de antioxidantes

naturais.

Objetivos especificos

e Determinar as principais caracteristicas fisico-quimicas dos diferentes frutos
estudados;

e Determinar a composi¢do e o contedo em compostos bioativos (fitoquimicos),
bem como a atividade antioxidante dos diferentes extratos;

e Avaliar estatisticamente a relacdo entre o teor em compostos fenolicos e a
atividade antioxidante;

e Avaliar o efeito do solvente nas propriedades antioxidantes dos extratos de
frutos e folhas estudados em plantas de Rubus;
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2.1 Reagentes
Neste estudo foram usados varios reagentes, nomeadamente 2,2’-azinobis (3-

etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS), 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), 1,1-
Difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), reagente Folin-Ciocalteau, trolox, carbonato de sodio,
acido gélico, cloreto de aluminio hexahidratado, quercetina, &cido sulfrico, tampao
fosfato de sddio, molibdato de amdnio, ferrocianato de potéssio, fosfato monossodico
di-hidratado, fosfato disodico di-hidratado, acido tricloroacético, persulfato de potassio,
cloreto de ferro, &cido acético e fenolftaleina foram comprados na Sigma-Aldrich Co.
Ltd. O etanol, metanol, cloreto de potassio, acetato de sodio, vanilina, é&cido
metafosfdrico, tampdo citrato, dicloroindofenol (DCIP), &cido ascorbico e hidroxido de

sodio foram comprados na Merck.

2.2 Material vegetal
Na realizacdo deste estudo foram utilizados frutos de amoreira-preta (Rubus

ulmifolius Schott) e de framboeseiro (Rubus idaeus L.) cultivados em hidroponia na
empresa Hubel Producéo Agricola, situada no municipio de Faro (lat 37° 3' 4.79" N lon
7° 52' 53.45" W) e frutos de espécime ndo cultivada recolhidos no concelho de Lagos
(N 37° 11.172 W 8°41.582). A colheita das amostras foi efetuada, integralmente em
Setembro de 2010, altura do ano em que estes frutos se encontram no estado de
maturacao mais avancgado.

Na Hubel Producdo Agricola, as culturas de Rubus ulmifolius Schott e Rubus
idaeus L. sdo efetuadas em vasos no solo com linhas de tutoramento, o que garante uma
grande acessibilidade e concentragédo de plantas.

As amostras foram colhidas aleatoriamente, armazenadas em caixas plasticas,
devidamente acondicionadas (aproximadamente 200 g) e encaminhas no préprio dia
para 0 Laboratério de Ciéncias dos Alimentos da Universidade do Algarve. No
laboratdrio as amostras foram divididas aleatoriamente, sendo uma parte submetida em
fresco a andlises fisico-quimicas (pH, Brix, acidez titulavel e teor de humidade) e a
realizacdo dos extratos necessarios para efectuar os testes quimicos, ap0s maceracdo
com almofariz de porcelana, e a restante amostra encaminhada para a estufa Binder®,
depois de pesada numa balanca digital Ohaus® modelo Explorer Pro, secando a 60T
durante 48 horas. Apds a secagem, a amostra foi novamente pesada, triturada e
armazenada em eppendorfs a -80°C para futuras analises. Todas as analises foram

efetuadas em triplicado para garantir uma maior fiabilidade nos resultados.
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As amostras de folhas das plantas cultivadas (Rubus ulmifolius Schott e Rubus
idaeus L.) foram gentilmente cedidas pela empresa Hubel Producdo Agricola, enquanto
as amostras de folhas de plantas ndo cultivadas (Rubus ulmifolius Schott) foram
recolhidas na regido do Baixo Alentejo (municipio de Ferreira do Alentejo — 38° 05'
59.43" N 8° 12' 41.33" O) e no Barlavento Algarvio (concelho de Lagos — N 37 11.172
W 8°41.582). A colheita das amostras foi efetuada, integralmente, em Setembro de
2010 e foi feita inteiramente ao acaso, imediatamente armazenadas em caixas de
plastico, devidamente acondicionadas (aproximadamente 15 gramas de cada amostra) e
encaminhadas no préprio dia para o Laboratério de Ciéncias dos Alimentos da
Universidade do Algarve. O material vegetal foi autenticado pelo Coronel José Rosa
Pinto (UALG - Herbario da Universidade do Algarve). No laboratério as amostras
foram divididas aleatoriamente, pesadas numa balanca digital Ohaus® modelo Explorer
Pro e secas na estufa Binder®. Apds a secagem a 60°C durante 24 horas, as amostras
foram novamente pesadas, trituradas e armazenadas em eppendorfs até preparacdo dos

extratos.

2.3  Preparacao dos extratos

Cada amostra fresca/seca foi extraida com diferentes solventes (agua destilada,
etanol absoluto, metanol absoluto e metanol a 80%). Nas extracdes aquosas (25T e a
95C), 1 g de amostra fresca/seca foi extraida com 10 mL de agua destilada a
temperatura ambiente e a 95T, respetivamente, durante 15 minutos com agitacdo. As
extracOes etandlicas e metandlicas (metanol absoluto), foram preparadas com 1 g de
amostra fresca/seca e 10 mL de etanol e metanol absoluto, respetivamente, durante 1
hora e 30 minutos a temperatura ambiente com agitacdo. Apds efetuadas todas as
extragOes, estas foram filtradas com papel de filtro Whatman® n° 4 e armazenadas a -
20TC.

Nas extracGes metanolicas com metanol a 80% (para futuras analises HPLC-
DAD), 1 g de cada amostra fresca/seca foi extraida com 10 ml de metanol a 80%
durante 12 horas, a 37°C com agitagdo orbital. O extrato foi centrifugado a 1500 rpm, a
25°C, durante 10 minutos, posteriormente filtrado com papel de filtro N° 4 e guardado a

-20 T até a realizacdo das analises.
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2.4  Metodologia

2.4.1 Caracterizacao fisico-quimica

2.4.1.1 Determinacédo de sélidos soltveis totais (" Brix)

Os solidos soluveis totais ( Brix) foram determinados de acordo com a Norma
Portuguesa 785 (1985). Colocou-se 1 gota de amostra fresca filtrada no centro do
prisma principal do refratdmetro Atago®, modelo Pocket Pal-1 e procedeu-se & leitura
do indice de refragéo.

2.4.1.2 Determinacéo do pH
Apbs a calibracdo do medidor de pH VWR® modelo sympHony com duas
solucBes tampdo a pH 4 e pH 7, foi determinado o valor de pH das frutas maceradas

com o auxilio do medidor, equipado com um elétrodo de pH.

2.4.1.3 Determinacéo da acidez titulavel

Este método € aplicavel aos diversos produtos de frutas pela determinacdo da
acidez, os resultados s@o expressos em g de acido organico por grama de amostra fresca,
considerando o respetivo acido predominante na amostra, ou conforme determina o
padrédo de identidade e qualidade do produto analisado.

O método baseia-se na titulacdo da amostra com solu¢do de hidréxido de
sédio 0,1 M, usando como indicador a fenolftaleina, onde se determina o ponto de

equivaléncia pela medida do pH da solugao.

2414 Determinacao da cor

A determinacdo da cor foi realizada de acordo com o0 método
espectrofotométrico de analise da cor pela medida direta da absorvéncia, de acordo com
Kelebek et al. (2008) e baseado em Glories (1984).

Mediu-se diretamente a absorvéncia do extrato metanolico (metanol 100%) de
cada amostra a 420, 520 e 620 nm, depois de se ler o branco com o solvente usado no
extrato.

As percentagens de amarelo (Ye%), vermelho (Rd%) e azul (Bl%) foram
calculadas com base nas seguintes equacoes:

Intensidade da Cor (Cl) = Abs,,g + AbSgyg + Abseyg

Ye % = (‘”’;%) x 100
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Rd % = (‘”’C—j) x 100
Bl % = (‘”’Z%) x 100

2.4.1.5 Determinacao do teor em humidade
A determinagdo do teor em humidade foi realizada de acordo com a AOAC

(Association of Analytical Chemists, 2005).

Secaram-se as placas de Petri na estufa Binder® a 80T durante 15 minutos,
sendo posteriormente transferidas para um exsicador de vidro onde permaneceram
durante uma hora, tendo sido depois determinadas as suas massas numa balanga
analitica Ohaus® modelo Explorer Pro. Colocaram-se 10 g de amostra fresca na placa,
sendo esta introduzida na estufa cerca de 48 horas a 60 + 1 C. Retirou-se a amostra da
estufa e deixou-se arrefecer no exsicador durante uma hora, tendo-se determinado
posteriormente a massa da amostra seca. Voltou-se a colocar na estufa, transferiu-se
novamente para o exsicador e pesou-se até o valor da massa ser constante. O teor em

humidade foi determinado por gravimetria, recorrendo a seguinte expressao:

% H =100 x (me;fmS)

2.4.2 Compostos fendlicos

2.4.2.1 Determinacao do conteudo em fendlicos totais

A determinacdo do teor de fendlicos totais foi conduzida de acordo com o
método espectrofotométrico proposto por Huang et al. (2006), o qual utiliza o reagente
de Folin-Ciocalteu. A quantificacdo dos compostos fendlicos totais foi realizada através
de uma curva de calibracdo de acido galico, sendo os valores expressos em mg
equivalentes de acido galico (GAE) /g de amostra fresca/seca.

Para este teste foram preparadas as seguintes solucbes: solucdo de Folin-
Ciocalteu e solucao saturada de carbonato de sodio 7,5%.

O extrato (0,1 mL) foi misturado com 0,50 mL de solucdo de Folin-Ciocalteau e
0,4 mL de solucdo saturada de carbonato de sodio (7,5%). Apds 30 minutos no escuro e
a temperatura ambiente, as absorvéncias foram lidas no espectrofotémetro a 765 nm,

contra um branco. As analises foram realizadas em triplicado.
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2.4.2.2 Determinacdo do contedo em flavonoides totais

A determinacdo do teor em flavonoides totais foi efetuada de acordo com o
método espectrofotométrico proposto por Lamaison et al. (1990). A quantificacdo dos
flavonoides totais foi realizada através de uma curva de calibragdo com quercetina,
sendo os valores expressos em mg equivalentes de quercetina (QE) /g de amostra
fresca/seca.

A solucdo de extrato (0,5 mL) foi misturada com 1,0 mL de solucdo metandlica
de cloreto de aluminio 2%. Apds 10 minutos no escuro e a temperatura ambiente, as
absorvéncias foram lidas no espectrofotémetro a 430 nm, contra um branco. As analises

foram efetuadas em triplicado.

2.4.2.3 Determinagéo do contedo em antocianinas monomericas totais

Este ensaio foi preparado conforme o método de pH-diferencial descrito por
Giusti & Wrolstad, 2001.

Foram preparadas as seguintes solucdes: tampéo cloreto de potéssio 0,025 M,
pH 1,0 e tampé&o acetato de sodio 0,4 M, pH 4,5.

O fator de diluicdo para a amostra foi determinado através da diluicdo com o
tampao a pH 1,0 (volume total de 1 mL), até que a absorvéncia da amostra N0 A vis-max
seja inferior a 1,2 (Nota 1). De modo a ndo ultrapassar a capacidade do tampéo, a
amostra ndo deve exceder 20% do volume total. Prepararam-se duas diluicGes da
amostra, uma com pH 1,0 e outra com pH 4,5, diluindo cada uma pelo fator de diluicdo
previamente determinada (volume total de 1 mL). As absorvéncias de cada diluicao
foram lidas a A vis-max € @ 700 nm, apds 15 minutos a temperatura ambiente e foram lidas
contra um branco de agua destilada.

A concentracdo de antocianinas monoméricas na amostra foi calculada pela
seguinte formula:

TMA (mg/L) = (A x PM x FD x 1000) / (e x 1)

Onde,

A = (A vis-max — Az00) pH 1,0 — (A 2 vis-max — A7o0) pH 45
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2.4.2.4 Determinacdo do conteudo em taninos condensados

Este ensaio foi realizado pelo método espectrofotométrico com vanilina, descrito
por Tabart et al. (2010) e baseado em Nakamura et al. (2003). O contetudo em taninos
condensados foi calculado com base numa reta de calibracdo com catequina e foi
expresso em mg equivalentes de catequina (CE) / g de amostra fresco/seca.

Para a realizacdo deste teste foi preparada uma solucdo de vanilina 1% e uma
solucédo de HCI 9M.

Foram adicionados 0,5 mL de solugéo de vanilina 1% e 0,5 mL de HCI9M a 0,2
mL de extrato. Ap6s 20 minutos a 37T, as absorvéncias foram lidas a 500 nm no

espectrofotémetro, contra um branco.

2.4.2.5 ldentificacdo de compostos fenolicos por HPLC-DAD

Os extratos metanolicos (80%) foram filtrados através de um filtro de 0.45 pm.
As analises HPLC-DAD dos acidos fenolicos e dos flavonoides foram realizadas através
de cromatografia liquida Dionex (EUA) equipada com uma bomba solvente modelo
P580 (EUA), um injetor automatico modelo ASI-100 (EUA), um detetor fotodiodo
(DAD) modelo PDA-100 (EUA) e software Dionex. A analise foi promovida atraves de
uma coluna de fase-reversa (25 cm x 4 mm, 5 um; Merck, Darmstadt, Germany),
Lochrospher 100 RP-18, utilizando como fase movel o metanol e o acido férmico a 5%,
com um gradiente linear a partir de 15% até 35% durante 30 minutos, numa razéo de 1
mL/minuto e com um volume de injecao de 20 pL. Os acidos fendlicos e os flavonoides
foram detetados a 280 e 360 nm, a excecdo das antocianinas que foram detetadas a 510
nm.

Os compostos fendlicos foram identificados por comparacdo dos seus tempos de
retencdo com os padrBes puros e foram quantificados individualmente, com base numa
curva padrdo de cada tipo de flavonoide ou acido fenolico. A quantificacdo foi realizada
com curvas de calibracdo linear de compostos padrdo de acordo com Jaakola et al.
(2002, 2004).

2.4.3 Determinacao do contetido em acido ascorbico
A determinacdo do teor em 4acido ascorbico foi realizada de acordo com o
método espectrofotométrico 2,6 - dicloroindofenol (DCIP), descrito por Tabart et al.,

(2010). A quantificacdo do acido ascérbico foi realizada através de uma curva de

29



Materiais e métodos

calibracdo com &cido ascorbico e os resultados foram expressos em mg equivalentes de
acido ascorbico (AAE) / g amostra fresca.

Foram preparados as seguintes solugfes para a realizagdo deste teste: tampéo
citrato, pH 4,15; acido metafosforico 5% e 10% e 2,6 — dicloroindofenol (DCIP) (0,1
mg/mL).

A 1 mL de amostra de extrato (diluida em &cido metafosforico 5%) foi
adicionado 0,5 mL de &cido metafosférico 10% e, de seguida, 0,6 mL desta mistura
foram misturados com 0,3 mL de tampdo citrato, pH 4,15 e 0,3 ml de DCIP. A
absorvéncia foi lida, posteriormente, no espectrofotometro contra um branco. O valor do
branco foi determinado apds a adi¢do de 0,06 mL de AA (1 mg/mL), de modo a medir a

interferéncia da cor na amostra.

2.4.4 Atividade antioxidante

2.4.4.1 Determinacdo da Atividade Antioxidante Total (TAA)

Este teste foi realizado de acordo com o método do fosfomolibdénio e
preparado conforme descrito por Prieto et al. (1999). A atividade antioxidante foi
calculada com base na curva de calibragdo com acido ascérbico e foi expresso em mg
equivalentes de &cido ascorbico (AAE) / g amostra fresca/seca.

A 0,1 mL de extrato foi adicionado 1 mL de solugdo TAA. A soluc¢do foi
incubada a 95 C durante 90 minutos e, posteriormente, foram lidas as absorvéncias das

amostras a 695 nm, contra um branco.

2.4.4.2 Determinacao do poder redutor (RP)

Este metodo foi realizado de acordo com Oyaizu (1986). A atividade
antioxidante foi determinada com base numa reta de calibracdo com Trolox e 0s
resultados foram expressos em mg equivalentes de Trolox (TE) / g de amostra
fresca/seca.

Adicionou-se 0,5 mL de tampao fosfato e 0,5 mL de ferrocianato de potéssio a
0,2 mL de extrato; vortexou-se e incubou-se a 50°C, durante 20 minutos. Adicionou-se,
posteriormente, 0,5 mL de acido TCA e centrifugou-se a 650 x g, durante 10 minutos.
Recolheu-se 1,0 mL do sobrenadante e adicionou-se 1,0 mL de agua destilada e 0,2 mL

de cloreto de ferro. As absorvéncias foram lidas espectrofotometricamente a 700 nm.
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2.4.4.3 Determinacdo da atividade antioxidante avaliada pelo método FRAP

A atividade antioxidante foi avaliada pelo método de reducéo do ferro de acordo
com Benzie & Strain, 1999. Para a realizagdo deste teste foram preparadas solucdes de
cloreto de ferro 20 mM, TPTZ 10 mM em HCI 40 mM e tampé&o acetato 300 mM.

A amostra de extrato (0,1 mL) reagiu com 0,9 mL de solucdo FRAP e a
absorvéncia foi lida no espectrofotometro a 593 nm, depois de a mistura ter reagido no
escuro durante 30 minutos.

A atividade antioxidante foi calculada com base numa reta de calibragéo
efetuada com Trolox e os resultados foram expressos em mg equivalentes de Trolox

(TE) / g amostra fresca/seca.

2.4.4.4 Determinacao da atividade antioxidante avaliada pelo método ABTS

O teste de reducdo do radical ABTS*" foi realizado conforme descrito por Re et
al. (1999), com algumas modificagoes.

A uma amostra de extrato (0,05 mL) foi adicionado 1 mL de solucdo ABTS e a
absorvéncia foi lida a 734 nm, depois de a mistura ter reagido durante 20 minutos.

A atividade antioxidante foi calculada com base numa reta de calibracéo,
utilizando-se o Trolox como antioxidante de referéncia, cujos resultados foram

expressos em mg equivalentes de Trolox / g de amostra fresca/seca.

2.4.4.5 Determinacao da atividade antioxidante avaliada pelo método DPPH

O método de reducdo do radical livre DPPH foi realizado de acordo com o
descrito por Yen et al., 2000.

A uma amostra de extrato (0,5 mL) foram adicionados 0,5 mL de solucdo de
DPPH e, ap6s 30 minutos no escuro a temperatura ambiente, a absorvéncia da mistura
foi lida espectrofotometricamente a 517 nm.

Neste teste, a atividade antioxidante também foi calculada através de uma reta de
calibracdo efetuada com Trolox e os resultados expressos da forma anteriormente

referida.

Todas as andlises dos métodos descritos foram realizadas em triplicado para

garantir uma maior fiabilidade nos resultados.
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2.5  Analise estatistica

A andlise estatistica foi efetuada com o auxilio do programa informatico Excel
(Microsoft Office 2007), para a elaboracdo de gréficos e tabelas.

Com o objetivo de se testarem diferengas entre os frutos/folhas e os diferentes
extratos estudados, foi realizada uma analise de variancia (ANOVA) e aplicado o teste
de Bonferroni a todos os resultados, utilizando o programa informéatico SPSS 17.0. Foi
ainda realizada, neste programa, uma analise de correlacdo bivariada, utilizando o
coeficiente de correlacdo de Pearson com o objetivo de verificar se 0s parametros
testados se relacionam entre si. Os resultados foram expressos em média + desvio
padrdo para mostrar as varia¢des nos varios dados experimentais. As diferencas foram

consideradas significativas quando p <0,05
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3.1 Influéncia do solvente na composicao fisico-quimica e na atividade

antioxidante de diferentes extratos de frutos de plantas Rubus

3.1.1 Introdugéo

Estudos epidemioldgicos tém mostrado a importancia do consumo de frutos na
dieta humana para a prevencdo de doengas corondrias, cancro e diabetes. O efeito
protetor dos frutos tem sido atribuido a presenca de polifendis e de &cido ascérbico
(Wang et al., 1996). Tem sido dedicada particular aten¢do ao género Rubus devido a sua
alta atividade antioxidante, contetdo em fendis e em antocianinas. No entanto, existe
uma variacdo significativa no conteddo em compostos fendlicos e na atividade
antioxidante nas diferentes espécies existentes (Garzon et al., 2009).

As espécies Rubus ulmifolius Schott (amora-preta) e Rubus idaeus L.
(framboesa) sdo da familia Rosaceae e nativas da Europa, Asia e Norte de Africa. De
climas temperados de regides subtropicais, estas espécies sao arbustivas de porte ereto
ou rasteiro e sdo frutas bastante apreciadas pelas suas cores atrativas, sabores suculentos
e agridoce (Castroviejo et al., 1998). Os seus frutos sdo consumidos frescos ou
preparados como compotas, geleias ou vinhos.

Cerca de 95% da producdo, tanto em fresco, como congelada destina-se ao
mercado externo e apenas 5% ao mercado interno. As as grandes superficies de venda,
as gelatarias e as confeitarias s@o os principais clientes para estes produtos.

Estes produtos podem ser uma potencial fonte de nutracéuticos, corantes e
antioxidantes naturais, sendo a determinacao de fenolicos totais, atividade antioxidante
e conteudo em &cido ascorbico de Rubus ulmifolius Schott e Rubus idaeus L. do
interesse de investigadores, uma vez que podem ter potencial comercial para aplicacdo
em novos produtos. Assim, este estudo teve como principais objetivos a sua
caracterizacdo fisico-quimica, e o estudo do efeito do solvente no conteudo em
fendlicos totais e na atividade antioxidante de extratos aquosos, etandlicos e
metanolicos de frutos frescos (Rubus ulmifolius Schott e Rubus idaeus L.) obtidos no

sul de Portugal (Algarve), como potenciais fontes de antioxidantes naturais.
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3.1.2 Resultados e Discussao

3.1.2.1 Caracterizacao fisico-quimica dos frutos (Rubus)

Os frutos foram analisados em relacdo a vérias caracteristicas fisico-quimicas.
Os valores dos diferentes parametros estudados apresentam-se na Tabela 2.

O pH em Rubus ulmifolius Schott e Rubus idaeus L. € um dos responsaveis pelas
caracteristicas organoléticas e coloragdo, juntamente com a acidez total e outros
compostos relacionados (Santana et al., 2008). O pH é um parametro que mede de uma
forma geral a acidez de frutas e alimentos, sendo este o indicador do tipo de tratamento
necessario para a conservacao dos alimentos. O aumento do pH estd diretamente
relacionado com o decréscimo da acidez ocorrida com o avango da maturacéo dos frutos
(Silva et al., 2008).

Os valores de pH apresentados pelos frutos estudados variaram de 3,03 a 4,70,
tendo o espécime RUN2 apresentado o valor mais elevado e a RIC apresentado o valor
mais baixo. No entanto, ndo se verificou diferencas significativas entre as duas plantas
cultivadas (3,30 e 3,03 para RUC e RIC, respetivamente) e todos os resultados obtidos
se situaram dentro dos valores conhecidos para estes frutos (Pio et al., 2010).

A concentracdo de sélidos sollveis determina a dogura do fruto durante a
maturacdo e esta relacionada com o seu sabor (Kawamata, 1997). Neste estudo, o
espécime RUN2 obteve um valor bastante mais elevado (15,20°Brix), relativamente as
duas plantas cultivadas (8,10 e 7,33 Brix em RUC e RIC, respetivamente. Estes valores
foram semelhantes aos observados por Hassimoto et al. (2008), que obteve teores de
sélidos soluveis para espécies cultivadas destes frutos entre 6,9 ¢ 9,2 Brix. Contudo,
estudos realizados na Grécia (Pantelidis et al., 2007), relatam varia¢cdes no contedo de
solidos soluveis em espécimes ndo cultivados de Rubus ulmifolius Schott inferiores (9,8
a 11,5Brix) ao encontrado neste estudo (15,20 Brix). Estas variacdes podem estar
relacionadas com diferencas nas caracteristicas dos solos das regifes de cultivo.

A acidez e o teor de acuUcar sdo dois importantes parametros utilizados como
referéncia para classificar as polpas para a producdo de sumos. Jacques & Zambiazi
(2011) relatou valores de acidez de 1,33 g de &cido citrico /g amostra para Rubus
ulmifolius Schott e Pio et al. (2010) apresentou valores de acidez de 2,20 relativamente
a espécie Rubus idaeus L. As amostras avaliadas neste estudo mostraram-se, assim,

boas matérias-primas para a fabricacdo de sumos e polpas, com valores de acidez que
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variaram de 0,40 a 2,21 g de &cido citrico / g amostra. A RUN2 foi a que mostrou um
valor de acidez mais baixo (0,40 g &cido citrico/g amostra), como seria de esperar, uma
vez que este especime foi 0 que apresentou também uma maior concentragdo em solidos
sollveis. Estes valores de acidez titulavel possivelmente ocorrem devido as altas
temperaturas da regido (28 a 34T), que coincidem com a época de maturacdo dos
frutos. Segundo Hirsch (2011), as temperaturas elevadas favorecem baixa acidez. Este
autor comenta que valores acima de 1,5 sdo considerados de acidez elevada.

A amora-preta e a framboesa apresentam alto contetdo em agua, o que foi
confirmado pelos resultados encontrados nas amostras estudadas neste trabalho, as quais
apresentaram valores de 73,07, 70,99 e 64,26% de agua nos espécimes RUN2, RUC e
na espécie RIC, respetivamente. Estes dados estdo de acordo com Cavaco (2007) e
Hirsch (2011) que reportam valores de humidade para 0os mesmos frutos de 69,34 e
73,43 %. O Brix esta relacionado com o teor de sélidos solGveis nas amostras, logo esta
relacionado com o teor de humidade das mesmas, ou seja, amostras com teor de
humidade mais elevado possuem menor Brix.

A cor é um parametro importante para produtores e consumidores, pois indica se
o fruto apresenta ou nao as condi¢des ideais para comercializagdo e consumo. Porém, a
cor, na maioria dos casos, ndo contribui para um aumento efetivo no valor nutritivo ou
qualidade do produto (Hirsch, 2011). No entanto, em geral, 0os consumidores tém
preferéncia por frutos de cor forte e brilhante. Na avaliagdo da cor, utilizando o método
espectrofotométrico, a intensidade da cor (CI) foi de 2,18 e 1,26 nas plantas RUN2 e
RUC, respetivamente e 0,57 na planta RIC. Quanto maior o valor de CI, maior a
intensidade da cor da amostra. A RUN2 apresentou menor percentagem de vermelho
(Rd) mas uma maior intensidade da cor (Cl), em relacio a RUC e RIC, o que
possivelmente aumenta a sua aceitacdo por parte dos consumidores. A maior
percentagem de azul (Bl) por parte da RUNZ2, que lhe confere a cor purpura (entre o
vermelho e o azul), pode estar relacionada com a grande quantidade de compostos
fendlicos presentes neste espécime.

A intensidade da cor pode estar relacionada com o tipo de clima que podera
influenciar os valores de pH, os quais estdo relacionados com a formacao de pigmentos.
Isto verificou-se neste estudo, uma vez que os valores de Cl, Ye e Bl se relacionam de

uma forma direta com os valores de pH.
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Tabela 2. Parametros fisico-quimicos analisados de plantas de Rubus.

Parametros RUN 2 RUC RIC

pH 4,7 +0,10° 3,30+0,01° 3,03 £ 0,05°
°Brix 15,20 + 0,10° 8,10 +0,20° 7,33 +0,15°
Acidez titulavel ’ 0,40 + 0,00° 1,14 +0,01° 2,21+0,01°
Humidade (%) 73,07 +0,51° 70,99 +0,68° 64,26 + 0,39°
cl 2,18 + 0,01° 1,26 + 0,05° 0,59 + 0,03°
Ye (%) 42,57 +0,10° 31,30 + 0,47° 33,49 +0,50°
Rd (%) 36,11 + 0,00° 61,29 + 0,48 61,66 + 0,54°
Bl (%) 21,52 + 0,44° 6,71 +0,30° 4,53 +0,11°

Nota: Os resultados sdo a média + desvio padrdo (n = 3). * valores expressos em g de acido citrico por grama de
amostra fresca. CI: intensidade da cor; Ye: tendéncia ao amarelo; Rd: tendéncia ao vermelho; Bl: tendéncia ai

azul. Os valores com letras diferentes, na mesma linha, sdo significativamente diferentes (p <0,05).

3.1.2.2 Contetido em compostos fendlicos

Conteudo em fendlicos totais

Uns dos mais importantes componentes antioxidantes das plantas, os compostos
fendlicos, tém sido bastante investigados em plantas medicinais, frutos e vegetais
(Torahim et al., 2010). Acredita-se que esta atividade antioxidante seja devido,
principalmente, as suas propriedades de reducdo (Zheng & Wang, 2001), que
desempenham um papel importante na adsorcdo e neutralizacdo dos radicais livres e/ou
na decomposicao de perdxidos.

O contetido em fendlicos totais foi estimado pelo método espectrofotométrico
Folin-Ciocalteu, usando o é&cido galico como padrdo de compostos fenolicos. O
contetdo em fendlicos totais de extratos aquosos, etanolicos e metandlicos de frutos do
género Rubus € apresentado na Tabela 3.

A concentracdo em fendlicos dependeu da planta e do solvente usado na
extracdo. De entre os extratos estudados, os valores de fenolicos variaram entre 0,48 e
2,57 mg GAE / g amostra fresca. Os extratos de RUN2 apresentaram maior contetdo
em fendlicos (1,02 a 2,57 mg GAE/g amostra fresca), relativamente aos extratos de
RUC e RIC. De entre as duas plantas cultivadas, a RUC (1,09 a 1,88 mg GAE/g
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amostra fresca) obteve maior conteudo em fendlicos totais, relativamente a RIC
(concentracOes inferiores a 1,32 mg GAE/g amostra fresca). Os resultados mostram
ainda que a espécie Rubus ulmifolius Schott, independentemente de ser cultivada ou ndo
cultivada, apresenta um maior conteddo em fendlicos, relativamente & espécie Rubus
idaeus L. Estes valores sdo baixos quando comparados com valores reportados por
Amensour et al. (2010) para os mesmos frutos cultivados (9,00 mg GAE /g amostra
para extrato etandlico e 14,68 mg GAE/ g amostra para extrato metandlico). Uma
explicacdo possivel para esta diferenca de concentracdes é a variagdo dos niveis
fendlicos de acordo com a localizagdo e a estagdo do ano em que os frutos foram
colhidos (Garzoén et al., 2009). No entanto, os resultados apresentados neste estudo
apresentam um nivel similar de conteldo fendlico em relacdo a valores de Rubus
ulmifolius Schott (espécimes cultivados e ndo cultivados) e Rubus idaeus L. (3,07 a 3,20
mg GAE / g amostra) reportados por Benvenuti et al. (2004). Esta variagdo de valores
reportada nestes frutos pode ser devida a diferencas nos métodos de extracao.

No que diz respeito aos solventes usados nas extragdes, verificou-se que a
quantidade de fendlicos foi maior quando extraidos com metanol e agua a 95°C. Através
da estatistica (p <0,05), verificou-se ainda, que ndo existem diferencas significativas
entre estes dois solventes, em todos os frutos estudados (Tabela 3). Estes resultados
sugerem, assim, que de entre 0s solventes estudados, a utilizacdo de extratos aquosos a
95'C sera a melhor opcéo para a extragdo de compostos fenolicos nestes frutos, uma vez
que a manipulacdo do metanol esta associada a riscos para a saude. Este solvente
apresenta efeitos de toxicidade no sistema nervoso. Por outro lado, os extratos
etanolicos apresentaram as concentracfes em fendlicos mais baixas, em todas as plantas
estudadas. Estes resultados estdo de acordo com os de Amensour et al. (2010), que
relata que os melhores solventes de extracdo de compostos fendlicos em frutos sdo a
agua ou o metanol. Este autor relata ainda que os extratos etandlicos foram os que
apresentaram menor eficiéncia de extracdo. Segundo Amensour et al. (2010), o
rendimento de extracdo de compostos fendlicos aumenta com o aumento da polaridade

do solvente.
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Contetdo em flavonoides totais

O contetido em flavonoides totais foi estimado pelo método espectrofotométrico
proposto por Lamaison et al. (1990), usando a quercetina como padréo. Os resultados
obtidos nos diferentes extratos de frutos analisados foram apresentados na Tabela 3. Tal
como aconteceu nos fendlicos totais, as concentragdes de flavonoides totais nos varios
extratos estudados dependeram tanto da planta estudada como da natureza do solvente.

Os valores de flavonoides totais variaram de 0,02 a 0,39 mg QE/g amostra
fresca. O espécime ndo cultivado (RUNZ2) apresentou os conteldos mais elevados
(concentracbes de 0,14 a 0,39 mg QE/g amostra fresca) de flavonoides em todos os
tipos de extratos estudados, em comparagcdo com o0s cultivados. Por outro lado,
observou-se que de entre as plantas estudadas, a Rubus idaeus L. (RIC) foi a que
apresentou as concentragdes mais baixas (valores inferiores a 0,08 mg QE/g amostra
fresca) relativamente a Rubus ulmifolius Schott (tanto cultivada como ndo cultivada).
Estes valores estdo de acordo com Gudej & Tomczyk (2004), que reportam
concentracdes em flavonoides totais de 0,49, 0,35 e 0,35 mg QE/g amostra fresca em
Rubus ulmifolius Schott ndo cultivada, cultivada e Rubus idaeus L. cultivada,
respetivamente.

Os extratos metanolicos mostraram as maiores concentracdes de flavonoides nas
plantas analisadas (0,39, 0,32 e 0,08 mg QE/g amostra fresca em RUNZ2, RUC e RIC,
respetivamente), seguidos dos extratos aquosos a 95°C e a 25°C. A semelhanca dos
fendlicos totais, o0s extratos etandlicos apresentaram 0s menores conteddos em
flavonoides totais, ou seja, estes extratos possuem uma capacidade de extracdo de
flavonoides totais baixa. E de referir, ainda, que ndo se verificaram diferencas
significativas (p <0,05) entre os dois extratos aquosos estudados (25 e 95°C), nas
amostras analisadas (Tabela 3). Estes dados sdo corroborados por Amensour et al.
(2010), que estudou extratos de frutos semelhantes aos estudados neste trabalho. Este
autor mostrou que o0s extratos metanolicos apresentaram o maior conteido em
flavonoides, seguidos dos extratos aquosos e gque 0s extratos etandlicos obtiveram os
conteudos mais baixos.

A forte correlacdo existente entre o contetdo em fendlicos totais e o contetdo
em flavonoides totais (R?= 0,829), indica que a maioria dos compostos fendlicos
presentes nos extratos estudados sdo flavonoides (Tabela 6).

Assim, conclui-se que os extratos de frutos de Rubus estudados neste trabalho,

apresentam caracteristicas benéficas para a salde humana, uma vez que os flavonoides
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tém sido reportados por exercerem multiplos efeitos biolégicos devido aos seus
antioxidantes e habilidade para reduzir os radicais livres. Muitos investigadores tém

reportado os efeitos anti-inflamatdrios, antivirais e antialérgicos destes compostos.

Contetido em antocianinas monomeéricas totais

Os vérios beneficios que as frutas vermelhas apresentam para a sadde, incluindo
os efeitos antioxidantes, estdo também associados com a presenca de antocianinas (Dai
et al., 2009). A presenca e a quantidade de cada pigmento estdo relacionadas com varios
fatores, incluindo a temperatura de crescimento, o estado de maturacdo na altura da
colheita e o stress ambiental (Wang & Zheng, 2001). O conteddo em antocianinas
monoméricas totais dos extratos de frutos das plantas Rubus ulmifolius Schott e Rubus
idaeus L. foi apresentado na Tabela 3. Observou-se que o contelldo em antocianinas
variou de 0,05 a 0,53 mg/g amostra fresca. A RUN2 apresentou as concentragfes mais
elevadas (valores de 0,13 a 0,53 mg/g amostra fresca), enquanto a espécie cultivada
Rubus idaeus L. (RIC) mostrou os resultados mais baixos (concentracfes inferiores a
0,30 mg/g amostra fresca).

Por outro lado, foram os extratos aquosos a 95°C os que obtiveram 0s maiores
teores em antocianinas totais e 0s etanolicos 0s que apresentaram 0s contetdos mais
baixos nos diferentes tipos de extratos, ainda que ndo se tenham verificado diferencas
significativas entre 0s extratos etanolicos e aquosos a 25 C, no especime RUC. Segundo
Gomez-Plaza et al. (2006), a 4gua € o solvente mais eficiente quando o objetivo é obter
corantes ou produtos antioxidantes para a industria alimentar.

Garzon et al. (2009) encontrou quantidades de antocianinas em espécies de
Rubus semelhantes as obtidas neste estudo (0,45 mg/g amostra fresca) e Wang et al.
(2000) relatou ainda concentracdes de 0,09 mg/g amostra fresca em Rubus ulmifolius
Schott cultivada e de 0,07 mg/g amostra fresca em Rubus idaeus L., valores um pouco
inferiores aos obtidos neste trabalho. O valor de antocianinas totais relatado por Jacques
& Zambiazi (2010) para Rubus ulmifolius Schott cultivada foi superior aos encontrados
neste estudo (1,16 mg/g peso fresco). Estas variacBes podem ser justificadas pelas
diferencas nas condicGes de extracdo, nomeadamente o solvente utilizado, ou pelas
condicdes de crescimento das plantas.

Contudo, estes contelidos em antocianinas torna estas plantas potenciais fontes
de nutracéuticos, pigmentos e antioxidantes naturais. Estas plantas, além dos nutrientes

usuais como as vitaminas € minerais, sdo ricas em antocianinas, flavonoides e acidos
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fendlicos. As antocianinas mostraram ainda ser eficazes na inibicdo da oxidacdo das
lipoproteinas de baixa densidade, as quais podem ter efeitos na satde humana (Wang et
al., 2000).

Estudos anteriores (Ozgen et al., 2009) reportaram uma forte correlagdo entre o
contetdo em fenolicos totais e os niveis de antocianinas de frutos de plantas de Rubus.
Neste trabalho, obteve-se um elevado coeficiente de correlagdo (R?=0,720) entre o
conteldo em antocianinas monoméricas totais e o contelldo em fendlicos totais, assim
como uma correlago significativa (R? = 0,644) entre o conteido em antocianinas totais
e o contetdo em flavonoides totais, 0 que indica que as antocianinas monoméricas
presentes nestas plantas contribuem substancialmente para 0 seu conteldo em

compostos fendlicos.

Conteudo em taninos condensados

O conteudo em taninos condensados foi avaliado de acordo com o método
espectrofotométrico descrito por Tabart et al. (2010) e baseado em Nakamura et al.
(2003), usando a vanilina como padréo. Os resultados obtidos para os extratos de frutos
de plantas de Rubus foram bastante elevados (Tabela 3). As concentracfes variaram de
1,52 a 31,75 mg CE/g amostra fresca. A espécie Rubus ulmifolius Schott obteve
concentracdes bastante mais elevadas (valores de 17,63 a 31,75 mg CE/g amostra
fresca) relativamente a espécie Rubus idaeus L. (valores inferiores a 2,41 mg CE/g
amostra fresco), ainda que seja mais uma vez, a RUN2 que apresente os valores mais
elevados (concentracdes de 19,26 a 31,75 mg CE/g amostra fresco).

No que diz respeito ao poder de extracdo dos diferentes solventes, o metanol foi
0 que apresentou a maior capacidade de extracdo de taninos condensados nos dois
espécimes de Rubus ulmifolius Schott estudados (31,75 e 27,36 mg CE/g amostra fresca
para RUN2 e RUC, respetivamente). Relativamente a espécie Rubus idaeus L. (RIC),
ndo se verificaram diferencas significativas (p <0,05) entre os diferentes extratos
estudados (Tabela 3). O solvente que mostrou o menor poder de extracdo foi o etanol
(19,26, 17,63 mg CE/g amostra fresca em RUN2 e RUC, respetivamente), ainda que
ndo se tenham verificado diferencas significativas entre estes extratos e 0S aquosos.
Neste sentido, pode afirmar-se que o conteldo nestes compostos depende tanto da
natureza do solvente como da planta analisada.

Olszewska et al. (2009) relatou valores de taninos condensados de 0,82 mg CE/g

amostra fresca para frutos de espécies da mesma familia que as estudadas neste trabalho
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e Gudej & Tomczyk, (2004) apresentou teores de 6,50, 4,12 e 2,62 mg CE/g amostra
fresca em Rubus ulmifolius Schott ndo cultivada, cultivada e Rubus idaeus L. cultivada,
respetivamente, valores estes bastante inferiores aos reportados neste estudo. Pode
concluir-se, assim, que os frutos estudados neste trabalho sdo fontes ricas em taninos
condensados. Varias doencas degenerativas como o cancro, a esclerose multipla,
arteriosclerose e o préprio processo de envelhecimento estdo associados a altas
concentragdes intercelulares de radicais livres. Estudos anteriores (Jimoh et al., 2010)
mostraram que os taninos beneficiam a satde devido ao seu efeito quimiopreventivo e a
sua atividade antimicrobiana, uma vez que atuam como redutores de radicais livres, 0s

quais intercetam o oxigénio ativo, formando radicais estaveis.

Tabela 3. Conteido em compostos fendlicos de diferentes extratos de frutos de Rubus.

Extratos Fenolicos totais Flavonoides Antocianinas Taninos
RUN 2
Aquoso (25 C) 2,11 +0,24%° 0,29 +0,01° 0,19 +0,01¢ 22,02 +0,51°
Aquoso (95 C) 2,47 £0,10° 0,32 +0,00° 0,53 +0,02° 22,53 +0,47°
Etandlico 1,02 +0,22° 0,14 + 0,00° 0,13 +0,02° 19,26 + 2,48
Metandlico 2,57 +0,03° 0,39 + 0,01° 0,41 +0,01° 31,75 +0,74°
RUC
Aquoso (25 C) 1,50 + 0,13 0,21+ 0,00° 0,16 + 0,01% 18,15+ 0,47°
Aquoso (95 C) 1,45 + 0,09 0,23 +0,01° 0,43 +0,03° 19,26 + 2,48
Etandlico 1,09 + 0,02° 0,20+ 0,01 0,15 + 0,00° 17,63 +0,51¢
Metandlico 1,88 + 0,29 0,32 +0,06° 0,31+0,01° 27,36 +0,74°
RIC
Aquoso (25 C) 1,22 +0,11° 0,02 + 0,00 0,15 + 0,00° 1,58 + 0,09°
Aquoso (95 C) 1,29 + 0,09° 0,03 +0,01° 0,30+ 0,01° 2,08+ 0,20°
Etandlico 0,48 +0,11° 0,04 +0,01° 0,05 + 0,00 1,52 +0,33°
Metandlico 1,32 +0,18° 0,08 + 0,00° 0,07 +0,01° 2,41+0,34°

Nota: Os resultados sdo a média + desvio padréo (n = 3). O contetdo em fendlicos totais foi expresso em mg de GAE/g de
amostra fresca. O contetido em flavonoides totais foi expresso em mg QE/g de amostra fresca, o contelido em antocianinas
monoméricas totais foi expresso em mg antocianinas/g amostra fresca e o contetido em taninos condensados foi expresso em
mg de CE/g amostra fresca. Os valores com diferentes letras, na mesma coluna, séo significativamente diferentes (p <0,05).
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Identificacdo de compostos fendlicos por HPLC-DAD

O contetdo em fendlicos totais determinado pelo método espectrofotométrico de
Folin-Ciocalteu ndo consegue fornecer uma imagem total da quantidade e,
especialmente, da qualidade dos constituintes fendlicos dos extratos de frutos estudados.
Desta forma, procedeu-se a identificacdo de compostos fendlicos individuais através de
HPLC-DAD equipado com um detetor fotodiodo. O perfil de compostos fendlicos dos
extratos de frutos de Rubus analisados foi apresentado na Tabela 4.

Neste estudo, foram identificados com sucesso dez compostos fendlicos, de
acordo com o tempo de retencdo e as caracteristicas espectrais. Os cromatogramas dos
diferentes extratos estudados permitiram identificar trés flavondis (quercetina,
miricetina e canferol), duas catequinas (catequina e epicatequina), trés antocianinas
(delfinidina 3, delfinidina 3,5 e pelargonidina 3,5), e dois &cidos fendlicos (acido
cafeico e galico).

Os trés flavondis foram identificados nas plantas estudadas em concentragdes
significativas, no entanto o espécime nao cultivado (RUNZ2) apresentou teores mais
elevados (39,14, 13,09 e 9,31 ug/g amostra de quercetina, miricetina e canferol,
respetivamente). A quercetina possui varias propriedades farmacoldgicas, tais como
anti-inflamatorias, antiviral, anticancerigenas, anti-histaminicas, entre outras. No que
diz respeito as catequinas, a epicatequina foi identificada nas duas plantas cultivadas e a
RUC mostrou a maior concentracdo neste composto (13,36 pg/g amostra). As
catequinas presentes em frutos e vegetais tém sido consideradas agentes terapéuticos,
devido aos seus efeitos benéficos na satde, como a sua suposta protecdo contra alguns
tipos de cancro, doencas cardiovasculares e o envelhecimento (Carvalho et al., 2011).
Contudo, o acido cafeico foi 0 composto fendlico que apresentou a maior concentracdo
nesta planta (31,80 pg/g).

Relativamente as trés antocianinas identificadas, estas s foram encontradas na
RUNZ2, no entanto em elevadas concentragdes (307,07, 368,08 e 23,75 pg/g amostra de
delfinidina 3, delfinidina 3,5 e pelargonidina 3,5, respetivamente). A delfinidina 3 e 3,5
sdo descritas como tendo efeito inibitério na oxidacdo dos lipidos, nos processos
inflamatérios, entre outros (Cavaco, 2007). O facto de s6 se terem identificado
antocianinas no espécime ndo cultivado é justificado pelo facto de uma das maiores
dificuldades na identificacdo de antocianinas individuais ser a falta de padrfes, e da
escolha do método a ser utilizado depender do objetivo de analise. Na detecdo da

presenca de antocianinas num tecido vegetal, um simples método espectrofotométrico
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pode ser suficiente. No entanto, a identificacdo de antocianinas individuais exigem
meétodos mais avangados como o HPLC-DAD. O meétodo espectrofotométrico utilizado
neste estudo identifica antocianinas monoméricas totais, a0 passo que as antocianinas
identificadas por HPLC sdo poliméricas.

Por outro lado, a espécie RIC mostrou um elevado contetdo em acido galico
(536,87 pg/g), em comparagdo com a outra espécie. Estudos anteriores (Jacques &
Zambiazi, 2010) relataram que os &cidos fenolicos encontrados em maiores quantidades
em extratos de frutos de plantas de Rubus foram o &cido gélico e cafeico. Este autor
identificou ainda elevadas concentracGes de quercetina e canferol nestas espécies. Estes
dados estdo de acordo com os resultados reportados por Chim (2008), que também
descreve o &cido galico como sendo o acido fendlico predominante (com cerca de 60%
dos &cidos fendlicos identificados) em frutos de plantas Rubus.

Na verdade, a elevada correlagcdo entre o conteddo em fenolicos totais e a
atividade antioxidante encontrada nestas plantas pode ser explicada pela presenca destes
compostos maioritarios. Estudos anteriores indicaram que estes benzoatos sdo agentes
antioxidantes fortes, reduzem radicais e peroxidos de hidrogénio (Trabelsi et al., 2010).
O é&cido galico tem sido usado como aditivo para evitar a degradacdo dos alimentos e é
conhecido pelas suas atividades anti-inflamatoria, anti-mutagénica e anticancerigena. Os
antioxidantes naturais como os polifenois séo interessantes tanto para os investigadores
alimentares como para os profissionais de satde. Estes compostos tém sido adicionados
a alimentos para estabiliza-los mas também tem sido expresso um interesse consideravel
pelas suas fungbes como agentes terapéuticos. Os acidos fendlicos como o acido géalico
e cafeico estdo associados a propriedades organoléticas, nutricionais e antioxidantes de
alimentos e estes resultados sugerem que os flavonois e as catequinas, juntamente com
0 acido galico e cafeico desempenham um papel fundamental nas propriedades
nutricionais destes frutos.

Quando se compara o conteido em fendlicos totais avaliado pelo método
espectrofotométrico e o total de compostos fendlicos detetado por HPLC, séo notorias
as diferencas de conteidos. Isto deve-se ao facto do método de Folin-Ciocalceu ndo ser
um método especifico, uma vez que determina todos os fendlicos presentes no extrato,
além de substancias redutoras adicionadas aos alimentos ou naturalmente presentes que
podem interferir com os resultados, incluindo proteinas extraiveis. Outra limitacdo deste

método é a interferéncia de reduzir substancias como o acido ascoérbico.
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Tabela 4. Concentracfes de compostos fendlicos determinados por HPLC de extratos de frutos de Rubus.

Compostos RUN 2 RUC RIC
Flavondis
Quercetina 39,14 + 0,00° 27,06 10,20b 1,65+ 0,11°
Miricetina 13,09 + 0,00° 7,35+ 2,81° 3,30+ 0,14b
Canferol 9,31 + 0,00° 9,09 + 0,077 3,02+ 0,04b
Total 61,54 43,50 7,97
Catequinas
(+)-Catequina ND ND 3,46 £ 0,00
(-) -Epicatequina ND 13,36 + 0,00° 2,62 + 0,00b
Total ND 13.36 6.08
Antocianinas
Dp 3,5 307,07 + 0,00 ND ND
Dp 3 368,08 + 0,00 ND ND
Pg 3,5 23,75+ 0,00 ND ND
Total 698,9 ND ND
Acido hidroxicinamico
Acido cafeico ND 31,80 + 0,00 ND
Total ND 31,80 ND

Acido hidroxibenzéico

Acido gélico

Total

17,84 + 0,00°

17,84

5,96 + 0,02°

5,96

536,87 + 22,82°

536,87

Nota: Os resultados sdo a média + desvio padrdo (n=3) e sdo expressos em pg/g amostra fresca. Os valores com
diferentes letras, na mesma linha, séo significativamente diferentes (p <0,05). ND, néo detetado.
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Figura 10. Cromatogramas de HPLC-DAD a 310, 326, 348 e 354 nm de compostos
fendlicos da espécie RUN2 (Rubus ulmifolius Schott). Picos: 3- acido galico; 11-
delfinidina 3,5- diglucosido; 13 —pelargonidina 3,5-diglucosido; 14 — delfinidina 3-
glucosido; 18 — canferol; 19 — miricetina; 20 — quercetina.

46



Resultados e discussao

3.1.2.3 Contetido em acido ascorbico

O teor em &cido ascorbico de frutas pode variar dependendo da espécie, da fase
de maturagdo na época da colheita, de variacbes genéticas, da intensidade da luz durante
0 crescimento, do manuseamento pos-colheita e das condi¢cdes de extracdo (Jacques &
Zambiazi, 2011). Neste estudo, o contetdo em &cido ascorbico foi avaliado de acordo
com o método espectrofotométrico 2,6 - dicloroindofenol (DCIP) descrito por Tabart et
al. (2010) e os resultados obtidos foram apresentados na Tabela 5. As concentragdes de
acido ascérbico variaram de 0,08 a 0,55 mg AAE/g amostra fresca e o espécime ndo
cultivado (RUN2) apresentou os melhores resultados em todos os extratos estudados
(concentracGes de 0,20 a 0,55 mg AAE/g amostra fresca), enquanto a RUC e RIC ndo
apresentaram diferencas significativas (p <0,05) entre si (valores de 0,08 a 0,48 mg
AAE/g amostra fresco).

Relativamente aos solventes analisados, verificou-se que o metanol possui a
maior capacidade de extracdo de acido ascérbico (0,55, 0,46 e 0,48 mg AAE/g amostra
fresca em RUN2, RUC e RIC, respetivamente), ainda que no espécime ndo cultivado
(RUN2) néo se tenham verificado diferengas significativas entre o extrato metanolico e
0 aquoso a 95°C. Por outro lado, as extracOes etandlicas e aquosas (25 e 95°C)
mostraram poderes de extracdo idénticos (concentracGes inferiores a 0,23 mg AAE/g
amostra fresca) em RUC e RIC. Hirsch (2011) relatou ainda valores de acido ascérbico
em especimes cultivados de Rubus ulmifolius Schott entre 0,01 e 0,03 mg acido
ascorbico / g amostra fresca, valores estes bastante inferiores aos reportados neste
estudo. Contudo, Pantelidis et al. (2007) apresentou resultados semelhantes aos deste
estudo (concentracgdes entre 0,14 e 0,32 mg AAE/g amostra fresca em plantas cultivadas
de Rubus ulmifolius Schott e Rubus idaeus L.).

De acordo com Wang et al. (2000), a fase de maturacdo mais avancada em
alguns frutos, como Rubus ulmifolius Schott e Rubus idaeus L. é a fase em que ocorre
um aumento na atividade antioxidante e, normalmente, o estado de maturacéo do fruto é
baseado apenas na avaliacdo da sua cor superficial. Portanto, estas variaces nos teores
em &cido ascérbico de frutos da mesma espécie, além da natureza do solvente utilizado,
podem ser justificadas pelo facto de se encontrarem em fases de maturacdo diferentes.
ApoOs a observacdo destes resultados, pode afirmar-se que os frutos estudados possuem
caracteristicas nutricionais interessantes, uma vez que o &cido ascérbico € necessario ao
homem na sintese de varios neurotransmissores importantes, no metabolismo do acido

folico e nas reacbes metabolicas de certos aminoéacidos (Santana et al., 2008). Pode
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ainda concluir-se que os frutos estudados sdo fontes ricas em antioxidantes naturais que
podem ser utilizados na industria farmacéutica, alimentar e/ou cosmética.

A correlacdo significativa observada (R?=0,757) entre o contelido em &cido
ascorbico e a atividade antioxidante apresentada pelos varios extratos estudados sugere
ainda que este composto contribui fortemente para a atividade antioxidante destes
frutos.

3.1.2.4 Atividade antioxidante

Atividade antioxidante total (TAA)

A escolha deste teste deveu-se ao facto deste ser utilizado com diferentes
solventes e possuir alta capacidade de avaliacdo da atividade antioxidante. Esta
atividade dos extratos estudada foi expressa em mg equivalentes acido ascérbico (AAE)
/ g amostra fresca e os resultados obtidos sdo mostrados na Tabela 5. Os valores
observados apontam para uma elevada atividade antioxidante (concentragdes de 1,95 a
8,24 mg AAE/g amostra fresca). No entanto, € no espécime ndo cultivado (RUN2) que
se verifica a maior atividade antioxidante a semelhanca do que se verificou no contetdo
em compostos fenolicos.

Os extratos aquosos a 95°C e os metanolicos (8,24, 6,90 e 6,30 mg AAE/g
amostra fresca em RUN2, RUC e RIC, respetivamente) foram os que apresentaram uma
maior capacidade de extragdo, ou seja, maior capacidade de reducdo de molibdénio VI a
molibdénio V, ndo existindo diferencas significativas (p <0,05) entre estes dois tipos de
extratos (Tabela 5). Assim, estes resultados sugerem que de entre os solventes
estudados, a utilizacdo de extratos aquosos a 95°C serd a melhor opcéo para a extracdo
de compostos fendlicos nestes frutos, uma vez que a manipulacdo do metanol esta
associada a riscos para a saude, como ja foi referido anteriormente. Em contraste, 0s
extratos etandlicos foram os que mostraram uma atividade antioxidante mais baixa
(concentracbes inferiores a 4,86 mg AAE/g amostra fresca). Isto sugere que a
capacidade de extracdo de antioxidantes varia com a polaridade do solvente usado na
extracdo. Com estes resultados pode concluir-se que os valores de atividade
antioxidante dependem da planta estudada e do solvente usado na extracdo. Carvalho et
al. (2010) reportou valores semelhantes para extratos metandlicos idénticos,
concluindo-se assim que 0s extratos estudados neste trabalho apresentam uma elevada

atividade antioxidante.
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Poder Redutor (RP)

A capacidade dos diferentes extratos de frutos analisados para reduzir o Fe** (ido
ferricianeto) foi analisada pelo método de Oyaizu (1986) e a Tabela 5 mostra os
resultados obtidos de poder redutor para os varios extratos estudados. Em geral,
observou-se um elevado poder de reducdo das amostras, variando os valores de 0,61 a
3,77 mg TE/g amostra fresca. O maior poder redutor foi observado pela RUN2 (os
valores variam de 1,14 a 3,77 mg TE/g amostra fresca), 0 que seria de esperar uma vez
que este espécime foi 0 que também obteve maior contetido em fendlicos totais e sdo
estes 0s responsaveis pela reducio do Fe**. Por outro lado, verificou-se que a utilizagéo
de diferentes solventes influéncia o poder redutor da amostra a ser analisada. Os
resultados indicam que os extratos metandlicos (concentragdes de 3,77, 1,76 e 1,72 mg
TE/g amostra fresca para as RUN2, RUC e RIC, respetivamente) apresentam o maior
poder redutor e 0s extratos etanolicos (valores inferiores a 1,14 mg TE/g amostra seca)
mostram ter o menor poder redutor.

Estes resultados indicam que o0s extratos metanolicos (que também apresentaram
elevado conteudo em fenolicos totais) ttm o melhor impacto sobre a atividade
antioxidante. Estas observacfes sugerem que tanto a polaridade do solvente como a

natureza fenolica da planta influencia fortemente a estimativa da atividade antioxidante.
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Tabela 5. Contelido em fenolicos totais, acido ascorbico e atividade antioxidante de extratos de frutos de Rubus.

Extratos

Fendlicos

Acido ascorbico

TAA

RP

RUN 2
Aquoso (25 C)

Aquoso (95 C)
Etandlico
Metanodlico

RUC
Aquoso (25 C)

Aquoso (95 C)
Etandlico
Metanodlico

RIC
Aquoso (25 C)

Aquoso (95 C)
Etandlico

Metandlico

2,11 + 0,24
2,47 £ 0,10°
1,02 + 0,22°

2,57 +0,03°

1,50 + 0,13
1,45 + 0,09
1,09 + 0,02°

1,88 + 0,29

1,22 +0,11°
1,29 + 0,09°
0,48 +0,11°

1,32+ 0,18°

0,28 + 0,03
0,42 +0,08%°
0,20 + 0,07

0,55 +0,01°

0,08 + 0,03°
0,23 + 0,09“
0,20 + 0,06™

0,46 + 0,07%°

0,17 + 0,07
0,17 + 0,07
0,15 + 0,03“

0,48 + 0,02°

6,99 + 1,08%°
7,22 +0,94%°
3,39 + 0,08

8,24 +0,71°

6,32 + 0,94
5,76 + 0,71°
4,86 + 0,13"%

6,90 + 0,62

3,81 +0,44
4,48 + 0,24
1,95+ 0,29'

6,30 + 1,46%

2,50 + 0,14°
2,90 + 0,03°
1,14 + 0,01

3,77 +0,12°

1,27 + 0,01°
1,25 + 0,04°
0,70+ 0,06"

1,76 + 0,08°

0,80 + 0,03%"
1,00 + 0,02
0,61+ 0,05"

1,72 + 0,02°

Nota: Os resultados sdo a média + desvio padrdo (n=3). O conteido em fenolicos totais sdo expressos em mg GAE/g amostra
fresca e 0 contelldo em &cido ascérbico sdo expressos em mg AAE/g amostra fresca. A atividade antioxidante total foi
expressa em mg AAE/g amostra fresca e o poder redutor foi expresso em mg TE/g amostra fresca. Os valores com diferentes
letras, na mesma coluna, sao significativamente diferentes (p <0,05).
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Atividade antioxidante avaliada pelos métodos FRAP, ABTS e DPPH

Os métodos FRAP, ABTS e DPPH séo os mais usados na avaliagdo da atividade
antioxidante em alimentos e sistemas bioldgicos. No entanto, a determinacdo da
atividade antioxidante ainda tem alguns problemas por resolver. A principal dificuldade
é a comparagdo exata dos resultados obtidos por diferentes laboratérios, devido a
variabilidade das condi¢fes experimentais usadas. Os resultados dos testes FRAP,
ABTS e DPPH dependem fortemente da reatividade dos varios padrfes fendlicos e da
reatividade dos extratos a esses trés ensaios. Assim, foi usado o mesmo padrédo de
fendlicos (Trolox) nos diferentes ensaios de avaliagcdo da atividade antioxidante para
que fosse possivel comparar os resultados de uma forma mais exata.

Foi observada uma grande variagdo na atividade antioxidante entre os diferentes
extratos de frutos analisados (Tabela 6). Os valores de FRAP variaram de 0,45 a 1,64
mg TE/g amostra fresca, o ensaio DPPH mostrou valores entre 0,04 e 0,65 mg TE/g
amostra fresca, enquanto o ensaio ABTS apresentou os valores mais elevados de
atividade antioxidante (de 0,93 a 4,16 mg TE/g amostra fresca). A RUN2 exibiu maior
atividade antioxidante, tanto no ensaio ABTS como nos ensaios FRAP e DPPH, em
comparacgao coma RUC e aRIC.

Garzon et al. (2009) reportou valores de 1,13, 0,5 e 0,02 mg TE/g amostra
fresca para os métodos FRAP, ABTS e DPPH, respetivamente. Estes valores estdo de
acordo com valores reportados por outros autores para outras plantas de Rubus (0 a 0,64
mg TE/g amostra fresca), que tém sido recomendadas pelo seu valor nutricional devido
a sua elevada atividade antioxidante. No entanto, os valores reportados por estes autores
sdo bastante inferiores aos obtidos neste estudo, o que leva a concluir que os frutos
analisados neste estudo sdo, em geral, fontes ricas em antioxidantes. Contudo, existem
varios fatores que podem ser responsaveis por estas diferencas observadas,
nomeadamente as condi¢cdes de crescimento, maturacdo, origem geografica, tipo de
solo, quantidade de luz solar recebida, condi¢bes de armazenamento, entre outros.

Por outro lado, a capacidade para avaliar a atividade antioxidante por parte dos
diferentes métodos estudados depende, além da planta, da natureza do solvente usado no
processo de extracdo. Assim, apds a analise dos resultados do ensaio FRAP, verificou-
se que o0s extratos metandlicos apresentaram o maior poder de extracdo de
antioxidantes, isto &, estes extratos possuem a maior habilidade para reduzir o complexo

TPTZ-Fe (I11) em TPTZ-Fe (I1). No entanto, o etanol mostrou a menor capacidade de
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extracdo na RUN2. A RUC e RIC néo apresentaram diferencas significativas (p <0,05)
entre os extratos aquosos e etanolicos (Tabela 6).

Relativamente ao método ABTS, foram o0s extratos aquosos (25 e 95°C) e o0s
metanolicos que apresentaram a melhor capacidade de extracéo de antioxidantes, ndo se
verificando diferencas significativas (p <0,05) entre estes extratos. O etanol apresentou
a menor capacidade de extragdo de antioxidantes neste ensaio, ou seja, exibiu a menor
atividade para reduzir o radical ABTS®". Pode concluir-se, entdo, que 0s extratos
aquosos e metandlicos das plantas de Rubus estudadas neste trabalho exercem o0s seus
efeitos de reducdo do radical ABTS®" a concentragdes mais baixas que os extratos
etanolicos.

No que diz respeito ao ensaio DPPH, os resultados indicam que extratos
diferentes possuem variacdo significativa na sua atividade inibitéria contra o radical.
Notou-se que o0s extratos metandlicos possuem elevada habilidade para reduzir o radical
DPPH, enquanto os extratos aquosos (25 e 95°C) mostraram a menor atividade anti
radical. O efeito dos antioxidantes no método DPPH deve-se a sua capacidade para doar
hidrogénios. A habilidade dos extratos para reduzirem o radical DPPH mostra que estes
extratos tém capacidade para doar protdes e poderiam agir como inibidores ou redutores
de radicais livres, atuando possivelmente como antioxidantes primarios.

O ensaio FRAP avalia o potencial dos antioxidantes para reduzirem o ferro (I11)
por substancias eletrodoadoras em condigdes acidas, enquanto os ensaios ABTS e
DPPH avaliam a capacidade dos antioxidantes para reduzirem os radicais ABTS®" e
DPPH, respetivamente. De acordo com os resultados obtidos neste estudo, pode
concluir-se que as plantas estudadas apresentam maior capacidade para reduzir o radical
ABTS®", em comparacio com a sua capacidade para reduzir o radical livre DPPH e de
reduzir o ferro (I11). Os resultados sugerem ainda que os antioxidantes presentes nestes
extratos s3o fracos redutores do ferro (111) e do radical ABTS®" quando extraidos com
etanol e sdo fracos redutores do radical livre DPPH quando extraidos com agua, pelo
que estes extratos precisariam de concentracdes mais elevadas para obterem efeitos

significantes.
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Tabela 6. Atividade antioxidante de extratos de frutos de Rubus, avaliada por trés métodos diferentes.

Extratos FRAP ABTS DPPH
RUN 2
Aquoso (25 C) 1,29 +0,02° 3,92 + 0,93% 0,18 + 0,01¢
Aquoso (95 C) 1,43 +0,19° 4,20 + 0,59 0,16 + 0,02¢
Etandlico 0,62 + 0,02° 2,43 +0,69° 0,33 +0,01°
Metandlico 1,64 + 0,05 4,16 + 0,75 0,65 + 0,02°
RUC
Aquoso (25 C) 0,98 + 0,00 1,85 +0,10° 0,04 + 0,028
Aquoso (95 C) 1,05 + 0,04° 2,08 + 0,23 0,07 £+ 0,01%
Etandlico 0,91 + 0,04 1,27 +0,10° 0,31+ 0,02°
Metandlico 1,39 + 0,04° 2,47 +0,36°¢ 0,31+ 0,00°
RIC
Aquoso (25 C) 0,56 +0,02' 1,01 + 0,05 0,10+ 0,01
Aquoso (95 C) 0,58 + 0,03 1,08 + 0,19 0,12 + 0,01°
Etandlico 0,45 + 0,02 0,93 +0,01° 0,32+ 0,01°
Metandlico 0,80 + 0,01° 2,22 + 0,38 0,48 + 0,00°

Nota: Os resultados sdo a média + desvio padrdo e sdo expressos em mg TE/g amostra fresca. Os valores com diferentes
letras, na mesma coluna, sdo significativamente diferentes (p <0,05).
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3.1.2.5Correlacéo entre a atividade antioxidante e o conteudo em fenolicos

totais e flavonoides totais

Os valores estimados do conteido em fendlicos totais exibem uma correlagdo
linear significante com as atividades antioxidantes apresentadas (Tabela 7). As
correlacdes diretas entre os resultados obtidos nos dois testes de avaliagdo da atividade
antioxidante total e o contetido em fendlicos totais foram elevadas (R?= 0,849 para TAA
e fenédlicos, R*= 0,907 para RP e fendlicos, e R?=0,780 para TAA e RP). Estas
correlacOes elevadas podem confirmar que os compostos fendlicos sdo dos constituintes
mais importantes na determinagdo da atividade antioxidante dos extratos de Rubus.
Estes dados estdo de acordo com o estudado por Amensour et al. (2010), o qual mostra
que um alto contetido em polifendis totais aumenta a atividade antioxidante e que existe
uma correlagdo linear entre o contelido em fendlicos e a atividade antioxidante. Estes
resultados sugerem, ainda, que a atividade antioxidante existente nos extratos estudados
provem, substancialmente, dos compostos fenolicos e estes podem ser usados como
indicadores importantes da sua atividade antioxidante, atuando como uma indicagéo
preliminar na escolha dos extratos para uso de fontes naturais de antioxidantes e
ingredientes funcionais.

Por outro lado, verificou-se também uma forte correlacdo entre o contedo em
fenélicos totais e a atividade antioxidante avaliada pelo método ABTS (R? = 0,824) e
entre o conteldo em fendlicos e a atividade antioxidante avaliada pelo método FRAP
(R* = 0,896). Olszewska et al. (2009) relatou resultados similares aos obtidos neste
estudo (R? = 0,794 para fendlicos e ABTS, e R*= 0,940 para fenélicos e FRAP). Estes
resultados foram evidéncias claras de que os extratos de Rubus s&o ricos em fenolicos e
que estes sdo determinantes na atividade antioxidantes destes extratos. Este autor
reportou ainda que o coeficiente de correlacdo entre a atividade antioxidante e
polifenois foi mais elevado quando 0 método usado para avaliar a atividade antioxidante
foi o ensaio ABTS, relativamente a outros métodos, o que também foi verificado neste
estudo, uma vez que o coeficiente de correlacdo entre o conteido em fendlicos e a
atividade antioxidante avaliada através do método DPPH foi baixo (R’= 0,186). Isto
indica que os antioxidantes ndo tém capacidade para reduzir o radical livre DPPH como
tém para reduzir o radical ABTS®" e/ou reduzir o ferro (111).

Relativamente aos flavonoides totais, foram notdrias as fortes correlagcdes
existentes entre estes compostos e a atividade antioxidante avaliada pelos diferentes

métodos. Observou-se uma elevada correlacdo entre os flavonoides totais e a atividade
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antioxidante total (R?=0,773) e entre estes compostos e o poder redutor (R?=0,788). Os
flavonoides possuem diversas atividades bioldégicas como anti-inflamatoria,
anticancerigena e anti-aterosclerotica. Estas atividades podem estar relacionadas com
sua atividade antioxidante (H.-B. Li et al., 2008).

Observou-se ainda uma forte correlagdo entre o conteldo em flavonoides totais e
a atividade antioxidante avaliada pelo método FRAP (R%= 0,949) e pelo método ABTS
(R?= 0,793), o que sugere que os flavonoides sdo um dos compostos fendlicos que
contribuem fortemente para a atividade antioxidante destes extratos. Olszewska et al.
(2009) corroborou com estes resultados, apresentando coeficientes de correlacéo
proximos dos obtidos neste estudo (R’=0,845 entre os flavonoides e o método ABTS e
R?=0,857 entre os flavonoides e 0 método FRAP), podendo concluir-se, assim, que um
elevado contetudo em flavonoides € um fator importante na determinacdo da atividade
antioxidante destas plantas estudadas.

A figural2 mostra ainda a forte correlagdo existente entre os métodos FRAP e
ABTS (R?=0,784), sugerindo que os antioxidantes presentes nestes extratos foram
capazes de reduzir os radicais livres (ABTS®") e de reduzir os oxidantes (ides férrico).
A partir destes dados, verificou-se que os frutos de Rubus estudados apresentam uma
elevada atividade antioxidante. Estes frutos sdo, portanto, valiosas fontes de
antioxidantes naturais, tanto para a preparacao de extratos frescos como para um maior
isolamento e purificagdo de componentes antioxidantes.
A
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Figura 11. Correlagdo entre a atividade antioxidante e o contelido em fendlicos totais. A atividade
antioxidante foi avaliada pelo método FRAP (A) e pelo método ABTS (B), respetivamente. R? = 0,896
(A) e R? = 0,824 (B).
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Figura 12. Correlacio entre a atividade antioxidante avaliada pelos métodos FRAP e ABTS. R?=0,784
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Tabela 7. Coeficientes de correlacéo (R?) entre os diferentes métodos estudados nos extratos de frutos de Rubus.
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Fenodlicos  Flavonoides Antocianinas Taninos Ac. ascérbico TAA RP FRAP ABTS DPPH
Fenélicos 1 0,829* 0,720* 0,705* 0,630* 0,849* 0,907* 0,896* 0,824* 0,186
Flavonoides 1 0,644* 0,949* 0,564* 0,773* 0,788* 0,949* 0,793* 0,263
Antocianinas 1 0,577* 0,436* 0,565* 0,602* 0,687* 0,545* -0,088
Taninos 1 0,466* 0,655* 0,670* 0,864* 0,722* 0,240
Ac. ascérbico 1 0,626* 0,757* 0,667* 0,663* 0,663*
TAA 1 0,780* 0,867* 0,677* 0,210
RP 1 0,856* 0,902* 0,464*
FRAP 1 0,784* 0,280
ABTS 1 0,318
DPPH 1

* _ Correlagdo é significativa a p <0,05.
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3.1.3 Conclusao
Os valores de pH, acidez titulavel e contetdo de aglcares apresentados pelos frutos

estudados (Rubus) levam a concluir que estes sdo boas matérias-primas para a fabricacdo de
sumos, xaropes, gelados e polpas devido ao seu elevado valor nutricional. Os frutos
estudados mostraram-se propicios para a industrializacdo, uma vez que apresentam valores
de pH, acidez e conteudo de acucares que lhes conferem caracteristicas ideais para a
formacgédo de gel, dispensando, assim, o uso de aditivos como os acidulantes, reduzindo o
custo de producio da geleia. E de referir também que a RUN2 apresentou menor tendéncia
ao vermelho e maior intensidade de cor, o que poderia aumentar a aceitacdo da fruta
consumida em fresco pelo consumidor, ja que este é um importante parametro avaliado
pelos mesmos.

Os resultados indicam a presenca de compostos com excelente atividade antioxidante
proveniente dos frutos de Rubus estudados. No entanto, a planta RUN2 foi a que apresentou
0S maiores contedos em compostos bioativos e, consequentemente, a maior atividade
antioxidante. As diferencas de concentracfes verificadas podem dever-se a variacdo de
compostos bioativos de acordo com a localizagdo, o tipo de solo, as condi¢Ges de
crescimento, a fase de maturacdo na altura da recolha, da quantidade de luz solar recebida,
das condi¢des de armazenamento das diferentes plantas, entre outras.

Com base nos valores obtidos neste estudo, conclui-se que a capacidade de extragdo
de compostos bioativos e de antioxidantes naturais depende da estereoseletividade do
solvente usado na extracdo. Desta forma, verificou-se que os extratos aquosos a 95°C e 0s
metanolicos se revelaram os melhores solventes de extracdo para avaliagdo dos frutos de
Rubus estudados, ainda que a utilizacdo de extratos aquosos a 95 C seja a melhor opcédo para
avaliar estes frutos, uma vez que a manipulacdo do metanol esta associada a riscos para a
saude. Este solvente apresenta efeitos de toxicidade no sistema nervoso. As caracteristicas
fisico-quimicas destes solventes assemelham-se em maior grau as caracteristicas da maioria
dos compostos fendlicos e dos antioxidantes presentes nos extratos avaliados.

As diferencas observadas na atividade antioxidante, quando sdo utilizados diferentes
solventes de extracdo, podem ser maiores se a amostra analisada for um alimento, visto que
representa uma matriz complexa de diferentes componentes, que podem estabelecer, entre si
e com os solventes, inimeras e diferentes interacBes. As diferencas significativas
encontradas na atividade antioxidante avaliadas pelos diferentes métodos, foram
influenciadas pela polaridade e pelo pH dos solventes, com valores maiores em solventes

mais polares e pHs maiores.
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Os dados obtidos revelam ainda que as correlacGes entre a atividade antioxidante e o
contetdo em fendlicos totais e flavonoides totais podem depender do método escolhido e
das caracteristicas hidrofobicas e hidrofilicas do método e dos antioxidantes testados. Desta
forma, verificou-se que as plantas estudadas contém elevadas quantidades de compostos
fendlicos (flavonoides, antocianinas, taninos) e &cido ascérbico, os quais se correlacionam
de uma forma bastante significativa (p <0,05) com a atividade antioxidante avaliada pelos
métodos ABTS e FRAP, sugerindo que estes compostos bioativos sdo 0s principais
responsaveis pela atividade antioxidante apresentada por estes extratos. Por outro lado, as
correlagdes pouco significativas (p <0,05) observadas entre a atividade antioxidante avaliada
pelo método DPPH e o contetdo em fendlicos totais e flavonoides totais, sugere que 0s
antioxidantes presentes nos extratos estudados ndo possuem tanta habilidade para reduzirem
o radical livre DPPH como possuem para reduzir o radical livie ABTS®" e reduzir os
oxidantes (ido férrico).

Contudo, as plantas estudadas demonstram ser fontes ricas de antioxidantes naturais,
que podem ser usadas na inddstria alimentar, farmacéutica, cosmética, entre outras,

aumentando o valor nutricional dos produtos.
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3.2 Efeito do solvente na atividade antioxidante e conteddo em compostos
fendlicos em diferentes extratos de folhas cultivadas e ndo cultivadas

(Rubus)

3.2.1 Introdugéo

Nos ultimos anos de pesquisas, tornou-se conhecido que os compostos fendlicos de
plantas sdo a classe mais importante de antioxidantes. Os sistemas antioxidantes enddgenos,
desempenham um papel significativo na protecdo do stress oxidativo no corpo humano,
causado pelo aumento dos niveis prejudiciais das espécies reativas do oxigénio. A atividade
antioxidante de fendlicos de plantas fornece mecanismos importantes em plantas medicinais
e ingredientes alimentares, incluindo a prevencdo do processo de envelhecimento e varias
doencas crénicas como doencas cardiovasculares, aterosclerose, cataratas, diabetes mellitus,
disturbios neuro degenerativos e hepatoxicidade (Olszewska et al., 2009). O interesse
crescente pelas propriedades antioxidantes dos compostos fendlicos presentes em diferentes
plantas também deriva da sua forte atividade e baixa toxicidade comparada com outros
antioxidantes fendlicos sintéticos, que sdo normalmente usados como antioxidantes no
processamento de alimentos. Embora a variedade de plantas comestiveis e ndo-comestiveis
(plantas medicinais, vegetais, frutos, nozes, especiarias, cereais, entre outras) seja estudada
pela sua atividade antioxidante e conteddo em fendlicos, apenas algumas foram identificadas
como suficientemente ricas em compostos fenolicos para serem usadas numa producédo
rentavel de antioxidantes naturais capazes de substituir os sintéticos. De acordo com estudos
anteriores, s6 10% das plantas estudadas apresentaram um elevado contetdo em fendlicos
totais. Portanto, € bastante importante encontrar novas fontes ricas de antioxidantes baratos,
seguros e fortes de origem natural.

O género Rubus compreende cerca de 700 espécies, que ocorrem naturalmente em
climas temperados. Algumas destas espécies tém sido usadas na medicina tradicional,
devido as suas propriedades medicinais (Gudej & Tomczyk, 2004). As folhas destas
espécies sdo conhecidas pelas suas propriedades adstringentes, antidiarreicas,
hipoglicémicas, antibacterianas, anti-inflamatorias, sudorificas e coleréticas. Tém sido,
geralmente, usadas no tratamento de doencas do sistema cardiovascular. Estas folhas sdo
ainda conhecidas pelos seus beneficios no tratamento da febre, gripe, dores menstruais e
diabetes. InvestigacBes fitoquimicas anteriores (Gudej & Tomczyk, 2004), realizadas em
espécies de Rubus revelaram a presenca de metabdlitos secundarios estrutural e

biogeneticamente diferentes.
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Assim, este estudo teve como principal objetivo avaliar o efeito de diferentes
solventes (&4gua, etanol e metanol) na atividade antioxidante e no contelido em compostos
fendlicos em diferentes extratos de folhas de plantas cultivadas e ndo cultivadas (Rubus),
obtidas no sul de Portugal, como potenciais fontes de antioxidantes naturais.

3.2.2 Resultados e discussao
3.2.2.1 Compostos fendlicos

Contetdo em fenolicos totais

O contetdo em fendlicos totais dos diferentes extratos de folhas estudados foi
medido pelo método de Folin-Ciocalteu e é mostrado na Tabela 8. Em geral, os extratos
apresentaram alto contetdo em fendlicos totais, variando de 0,71 a 15,09 mg GAE/g
amostra seca. As plantas ndo cultivadas apresentaram os melhores resultados, ainda que
tenham sido os extratos de folhas do Algarve (RUN1) que mostraram o maior conteddo
fendlico (15,09 mg GAE/g amostra seca) nos quatro tipos de extratos estudados, seguidos
dos extratos de RUN2 (11,82 mg GAE/g amostra seca). Por outro lado, os valores mais
baixos de fenolicos totais foram observados na RIC, em todos os extratos analisados.
Buricova et al. (2011) e Wang et al. (2000) relataram valores de 62,4 a 75,4 mg GAE/g
amostra seca e de 47,2 a 82,8 g GAE/g amostra seca, respetivamente, para as mesmas
espécies mas com outras condicOes de extracdo (concentracdes dos extratos mais elevadas e
maior tempo de extracdo), o que pode justificar os valores significativamente mais baixos
deste estudo.

Contudo, Trabelsi et al. (2010) mostra valores de fendlicos totais, em geral, mais
baixos relativamente aos obtidos neste estudo, para 0s mesmos tipos de extratos (2,6, 1 e
15,85 mg GAE/g amostra seca para extratos aquosos, etandlicos e metandlicos,
respetivamente). Por outro lado, estes resultados levam a concluir que as plantas nédo
cultivadas apresentam os conteudos mais elevados em fendlicos totais, relativamente as
plantas cultivadas.

Os resultados mostraram ainda que o contetdo em fendlicos totais nos extratos de
folhas de Rubus variou consideravelmente em funcdo da natureza do solvente (de 5,29 a
9,26 mg GAE/g amostra seca, de 7,14 a 15,09 mg GAE/g amostra seca, de 0,71 a 2,76 mg
GAE/g amostra seca e de 4,48 a 6,43 mg GAE/g amostra seca para extratos aquosos a 25 C,
aquosos a 95°C, etandlicos e metandlicos, respetivamente). Estes resultados demonstram

claramente a influéncia do solvente na extragdo dos compostos antioxidantes, em particular
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na extragcdo dos fendlicos. Estes valores estdo também de acordo com estudos prévios
(Amensour et al., 2010), os quais mostram que a natureza do solvente exerce um grande
poder na capacidade de extragdo dos fendlicos em vérias espécies. De acordo com o estudo
publicado anteriormente por Amensour et al. (2010), os extratos aquosos séo, efetivamente,
0s extratos mais poderosos na extracdo de compostos fendlicos, ao contrario do etanol puro
que revela ter o poder de extracdo mais baixo, 0 que se verificou neste estudo. O presente
estudo mostra, assim, que os sistemas de extracdo com solventes de polaridades diferentes,
diferem significativamente na sua capacidade e seletividade de extragdo de compostos
fendlicos em folhas de Rubus.

Em concluséo, pode afirmar-se que os extratos estudados sdo excelentes fontes de
compostos fendlicos, os quais possuem uma potencial atividade antioxidante que muitas

vezes € procurada em produtos alimentares e em varios tratamentos medicinais.

Conteudo em flavonoides totais

O contetdo em flavonoides totais foi estimado pelo método espectrofotométrico
proposto por Lamaison et al. (1990), usando a quercetina como flavonoide padrdo. O
conteido em flavonoides totais de extratos aquosos, etandlicos e metandlicos de folhas de
Rubus é apresentado na Tabela 8. Tal como nos fendlicos totais, também o contetdo em
flavonoides totais dependeu tanto da natureza do solvente como da planta usada na extracéo.
Os valores variaram de 0,33 a 2,38 mg QE/g amostra seca. Neste teste foram observadas
diferencas bastante significativas (p <0,05) entre os trés espécimes de Rubus ulmifolius
Schott estudados, uma vez que o RUN1 e o RUC apresentaram 0s maiores teores em
flavonoides totais, ao contrario do RUN2 que apresentou o menor contedo em flavonoides
totais (valores inferiores a 1,23 mg QE/g amostra seca). Este facto leva a concluir que o
conteido em flavonoides totais depende fortemente das condicGes edafoclimaticas a que
cada planta esta sujeita.

Por outro lado, os extratos aquosos a 95 C mostraram a maior capacidade de extracédo
em flavonoides totais (1,23 a 2,38 mg QE/g amostra seca). Nas plantas cultivadas, o0s
extratos metanolicos (valores de 0,51 a 0,59 mg QE/g amostra seca) e aquosos a 25’ C (0,33
a 0,74 mg QE/g amostra seca) ndo apresentaram diferencas significativas (p <0,05) entre si.
Estes conteudos em flavonoides totais estdo de acordo com os relatados previamente por
Gudej & Tomczyk (2004), que apresentou concentracoes em flavonoides totais em extratos
metanolicos de 0,49 e 0,35 mg QE/g amostra seca em Rubus ulmifolius Schott ndo cultivada

e cultivada, respetivamente, e com os de Trabelsi et al. (2010) que apresentou conteldo em
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flavonoides totais de 1,07, 0,17 e 4,2 mg QE/g amostra seca para extratos aquosos,
etanolicos e metandlicos, respetivamente.

A correlagdo entre fendlicos totais e flavonoides totais foi significativamente baixa
(R?=0,311). Este resultado indica que além dos flavonoides, existem outros compostos
fendlicos (&cidos fendlicos, entre outros) nestas folhas de Rubus (Tabela 9). Contudo, 0s
contetdos em flavonoides presentes nos extratos de folhas estudados indicam que estas
plantas possuem multiplos efeitos positivos na satude humana, devido a acdo antioxidante e
eliminadora de radicais livres destes compostos. Estudos anteriores (Martinez-Florez et al.,
2002) indicam que os flavonoides apresentam agdo pro-oxidante, constatando-se, na maioria
das investigacOes, a existéncia de efeitos anti-inflamatorios, antivirais e antialérgicos, assim

como o seu papel protetor contra doencas cardiovasculares, cancro e outras patologias.

Conteudo em antocianinas monoméricas totais

O conteddo em antocianinas monoméricas totais foi estimado pelo método de pH-
diferencial descrito por Giusti & Wrolstad (2001). Os resultados obtidos para os diferentes
extratos de folhas de Rubus estudados foram apresentados na Tabela 8. A RUNL1 exibiu 0s
maiores contetdos em antocianinas (concentracdes entre 1,05 e 3,29 mg antocianinas/g
amostra seca), seguida da RIC (valores entre 0,18 e 2,48 mg antocianinas/g amostra seca) e
RUC (concentracbes de 0,17 a 2,10 mg antocianinas/g amostra seca). Os contetdos em
antocianinas mais baixos foram apresentados pelo RUN2 (concentragdes inferiores a 0,53
mg antocianinas/g amostra seca), ndo se verificando diferencas significativas (p <0,05) entre
0s quatro extratos estudados neste espécime. Resultados similares foram observados por
Wang et al. (2000) em varias plantas de Rubus. Mais uma vez se conclui, que a regido de
cultivo da planta influencia fortemente o seu contetdo em fitonutrientes, uma vez que 0s
dois especimes ndo cultivados de Rubus ulmifolius Schott estudados neste trabalho
apresentam concentracGes em antocianinas significativamente diferentes.

No que diz respeito aos diferentes solventes usados nas extragdes, 0S que
apresentaram a maior capacidade de extracdo de antocianinas totais foram a agua 95°C e o
metanol, ndo se verificando diferencas significativas entre estes dois extratos. No entanto, no
RUC, o extrato metanolico distingue-se significativamente dos restantes extratos. Por outro
lado, o etanol foi o solvente que mostrou um poder de extracdo de antocianinas mais baixo
(valores inferiores a 1,05 mg antocianinas/g amostra seca). Assim, estes resultados sugerem
que para a extracdo de antocianinas totais, é de grande importancia e necessaria um estudo

sobre o solvente mais apropriado, nomeadamente, no que diz respeito a sua polaridade.
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O baixo coeficiente de correlacdo (R®=0,237) obtido entre o conteido em
antocianinas monoméricas totais e o contetido em fendlicos totais, assim como a correlagdo
negativa (R®> = -0,091) obtida entre o contelido em antocianinas totais e o contetido em
flavonoides totais indica que a maioria dos flavonoides e fendlicos existentes nestes extratos
séo outros (quercetina, catequina, canferol, entre outros) que ndo as antocianinas.

Estudos recentes demostram que as antocianinas atuam como antioxidantes naturais,
promovendo varios beneficios na salde (Jacques & Zambiazi, 2011). Segundo Garzon et al.
(2009), as antocianinas podem ser potenciais fontes de corantes naturais e nutraceuticos.
Desta forma, e ap06s analise dos resultados obtidos, sugere-se que os extratos de folhas de
Rubus estudados possuem potencial comercial para aplicagbes em novos produtos

farmacéuticos, cosméticos e alimentares.

Conteudo em taninos condensados

O contetdo em taninos condensados (proantocianidinas) mostrou variagGes
significativas que dependem do solvente de extracdo e da planta estudada (Tabela 8), a
semelhanga do contetdo em fendlicos totais e flavonoides totais. Os extratos metanolicos
apresentam, em geral, as quantidades mais elevadas de taninos condensados (as
concentragcdes variaram de 3,67 a 13,49 mg CE/g amostra seca). No entanto, nas duas
plantas ndo cultivadas ndo se verificaram diferencas significativas entre os extratos aquosos
a 95°C, etandlicos e metanolicos. E de referir também que nestas plantas, os extratos
etanolicos e metandlicos obtiveram os melhores resultados, em comparacdo com 0s extratos
aquosos. Alguns compostos hidrofilicos sdo mais facilmente extraidos com agua do que com
solventes organicos, € o inverso acontece com os hidrofobicos.

Por outro lado, os extratos de RUC e RIC apresentaram os contetidos mais elevados
em taninos condensados, principalmente nos extratos organicos (as concentracdes variaram
de 2,03 a 13,49 mg CE/g amostra seca e de 1,79 a 6,99 mg CE/g amostra seca em RUC e
RIC, respetivamente). Os dois espécimes ndo cultivados (RUN1 e RUN2) apresentaram 0s
teores mais baixos de taninos condensados (concentracdes inferiores a 4,49 e a 3,67 mg
CE/g amostra seca, respetivamente). Estes dados sdo corroborados por Trabelsi et al. (2010),
0 qual mostra que as proantocianidinas em plantas sdo extraidas mais facilmente com
metanol, relativamente a agua e ao etanol. Por outro lado, os valores relatados por este autor
(0,46, 0,36 e 1,37 mg CE/g amostra seca para extratos aquosos, etandlicos e metandlicos,
respetivamente) sao bastante inferiores aos obtidos neste estudo, o que leva a concluir que 0s

extratos estudados neste trabalho séo fontes ricas em taninos condensados. Estes compostos
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sdo conhecidos pelos seus efeitos benéficos na salude, nomeadamente efeitos antioxidantes,
antimicrobianos, anti-inflamatdrios, antivirais, anticancerigenos, adstringentes (Gudej &
Tomczyk, 2004), cardioprotectores e vasodilatadores (Trabelsi et al., 2010).

Assim, estes resultados sugerem que as folhas de Rubus analisadas neste estudo
apresentam forte potencial para multiplas aplicacdes na industria alimentar, cosmética,

farmacéutica e tratamentos medicinais.
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Tabela 8. Conteido em compostos fendlicos de diferentes extratos de folhas de Rubus.

Extratos Fendlicos Flavonoides Antocianinas Taninos
RUN 1 ]
Aquoso (25°C) 7,08 0,63 0,45 + 0,03" 2,56+0,24°  1,90+0,07%"
Aquoso (95°C) 11,82 +0,56" 1,23+0,01“ 3,06 +0,16° 3,07 + 0,04%"
Etandlico 1,30 £ 0,18’ 0,62 + 0,03 1,05 +0,12 3,22 +0,17°%"
Metandlico 4,48 + 0,238 0,97 +0,01® 3,29 +0,23%° 4,49 +0,22%
RUN 2
Aquoso (25°C) 9,26+0,35° 0,76 +0,015™ 0,43 +0,02¢ 2,62 £0,11%"
Aquoso (95°C) 15,09 +0,36° 1,87 +0,02° 0,48 + 0,01% 3,48 + 0,145°
Etandlico 2,76 £ 0,08" 1,03+0,02°°  0,32+0,018 3,15+ 0,145
Metandlico 4,95 +0,16° 1,76 +0,03° 0,53 +0,02¢ 3,67 +0,30°
RUC _
Aquoso (25°C) 5,29 + 0,22 0,33+ 0,05 1,19 + 0,04’ 2,03 £ 0,05%"
Aquoso (95°C) 7,76 £0,17  2,38+0,05° 1,19 + 0,03 2,33+0,81%"
Etandlico 1,03 +0,07' 1,38 + 0,04° 0,17 + 0,008 8,90 + 0,54°
Metandlico 6,43 +0,31° 0,51+0,18™  2,10+0,15% 13,49 +0,70°
RIC
Aquoso (25°C) 6,20+£0,32°  0,74+0,13¥"  1,73+0,08° 1,79+0,17"
Aquoso (95°C) 7,14 + 0,69 1,69 + 0,09° 2,03 +0,07° 2,06 + 0,20%"
Etandlico 0,71 +0,03' 1,04 +0,03% 0,18 +0,01° 5,68 + 1,19
Metandlico 4,56+ 0,128 0,59+0,17"  2,48+0,13" 6,99 + 0,78°

Nota: Os resultados sdo a média + desvio padréo (n = 3). O conteudo em fendlicos totais foi expresso em mg de GAE/g de amostra
seca. O conteudo em flavonoides totais foi expresso em mg QE/g de amostra seca, 0 contelido em antocianinas monoméricas totais
foi expresso em mg antocianinas/g amostra seca e o conteldo em taninos condensados foi expresso em mg de CE/g amostra seca.
Os valores com diferentes letras, na mesma coluna, so significativamente diferentes (p <0,05).
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Identificacdo de compostos fendlicos por HPLC-DAD

Os fenolicos existem nas plantas principalmente na forma de agliconas, glicosideos
ou ésteres e sdo essenciais no crescimento e reproducdo dos vegetais, além de atuarem como
agentes anti patogénicos e contribuirem na sua pigmentacdo. Neste estudo foram
identificados com sucesso dezanove compostos fendlicos nas diferentes folhas analisadas, de
acordo com o tempo de retencdo e as caracteristicas espectrais, usando RP-HPLC equipado
com um detetor fotodiodo. O perfil de compostos fendlicos das folhas de Rubus analisadas €
mostrado na Tabela 9.

Os cromatogramas dos diferentes extratos permitiram identificar 3 flavondis
(quercetina, miricetina e canferol), 2 catequinas ((+) catequina e (-) epicatequina), 6
antocianinas (cianidina 3, cianidina3,5, delfinidina3, delfinidina 3,5, pelargonidina 3 e
pelargonidina 3,5), 4 &cidos hidroxicindmicos (acido clrorogénico, sinépico, cafeico e
cumarico) e 4 acidos hidroxibenzéicos (acido galico, anisico, benzoico e gentisico).

Os trés flavonois foram detetados em todas as amostras estudadas, no entanto o
canferol foi o que apresentou os maiores conteudos (valores de 0,21 a 0,78 mg/g), em
comparacgdo com os baixos contetidos de quercetina e miricetina. Gudej & Tomczyk (2004)
reporta valores de canferol mais baixos para Rubus idaeus L. e Rubus ulmifolius Schott
(0,18 e 0,20, respetivamente). O canferol é conhecido pelas suas atividades neuroprotetora,
antidiabética, analgésica, antialérgica, entre outras.

Das duas catequinas identificadas, a (+) catequina foi detetada em todas as amostras
e o0 maior conteudo foi apresentado pela RUC (0,58 mg/g). As catequinas presentes em
vegetais tém sido consideradas agentes terapéuticos, devido aos seus efeitos benéficos na
salde, tais como a sua suposta protecdo contra alguns tipos de cancro, doencas
cardiovasculares e o envelhecimento (Carvalho et al., 2011).

Relativamente as antocianinas, a cianidina 3,5 foi detetada nas quatro amostras
estudadas e a maior concentracdo foi apresentada pela RUN1 (0,46 mg/g). A pelargonidina
3,5 foi detetada, apresentando elevadas concentracdes (valores entre 1,00 e 1,42 mg/qg).
Estas antocianinas possuem agentes radioprotetores e quimioprotetores.

No que diz respeito aos acidos hidroxicinamicos, os acidos cumarico e cafeico
foram identificados em todas as folhas de Rubus analisadas e os maiores contetdos foram
apresentados pela RUN2 (1,90 mg/g). Dos quatro acidos hidroxibenzdicos detetados, o
acido anisico foi encontrado em todas as amostras analisadas (contetdos entre 0,11 e 0,53

mg/g) e o &cido galico encontrado em trés amostras estudadas. O espécime ndo cultivado do
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Alentejo (RUN1) mostrou uma elevada concentracdo neste acido (3,46 mg/g), relativamente
a RUC e RIC (0,16 e 0,22 mg/g, respetivamente).

Na verdade, a elevada correlagdo entre o contetido em fendlicos totais e a atividade
antioxidante encontrada nestas plantas pode ser explicada pela presenca destes compostos
maioritarios. Estudos anteriores indicaram que estes benzoatos sdo agentes antioxidantes
fortes, reduzem radicais e peroxides de hidrogénio (Trabelsi et al., 2010). Os antioxidantes
naturais como os polifendis séo interessantes tanto para os investigadores alimentares como
para os profissionais de salde. Os antioxidantes tém sido adicionados a alimentos para
estabiliza-los mas também tem sido expresso um interesse consideravel pelas suas funcdes
como agentes terapéuticos. Os acidos fendlicos como o acido galico, anisico e cumarico
estdo associados a propriedades organoléticas, nutricionais e antioxidantes de alimentos.

Os antioxidantes atuam como constituintes endégenos ou sdo adicionados para
melhorar a qualidade de produtos. O mecanismo pelo qual estes compostos atuam € por
reducdo dos radicais livres com doagdo de um eletrdo ou de um atomo de hidrogeénio, ou por
desativacdo de ides metalicos. O acido galico, anisico e cafeico tém sido bastante usados
como aditivos para evitar a degradacdo da comida e sdo conhecidos por possuirem atividade
anti-inflamatoria, anticancerigena e anti mutagénica, enquanto o acido cumarico apresenta
atividade antimicrobiana e antimicotica.

Os resultados sugerem que os flavonois como o canferol e as catequinas, juntamente
com os acidos hidroxicindmicos (&cido cumarico) e acidos hidroxibenzoicos (acido galico)
desempenham um papel fundamental no crescimento das folhas de Rubus. Neste sentido, é
possivel afirmar que a extracdo seletiva de moléculas bioativas a partir de fontes naturais
como as folhas analisadas neste estudo, € importante para obter fracbes com elevada
atividade bioldgica, as quais podem ser usadas como ingredientes conservantes nos

alimentos e/ou na inddstria farmacéutica.
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Compostos RUN 1 RUN 2 RUC RIC
Flavondis
Quercetina 0,12 +0,00° 0,04 + 0,00 0,12 + 0,00 0,43 + 0,00°
Miricetina 0,02 + 0,00° 0,23 + 0,00° 0,07 + 0,00 0,66 + 0,00°
Canferol 0,31+0,14° 0,21 + 0,00 0,78 + 0,00° 0,64 + 0,00
Total 0,45 0,48 0,97 1,73
Catequinas
(+)-Catequina 0,02 +0,00° 0,04 + 0,00 0,58 + 0,00° 0,08 + 0,00
(-) -Epicatequina 0,02 +0,01° ND 0,01 + 0,00 0,10 + 0,00°
Total 0,04 0,04 0,59 0,18
Antocianinas
Cy3 1,10 + 0,00° ND 0,09 + 0,00° 0,42 + 0,00
Cy 3,5 0,11 +0,00° 0,46 + 0,31° 0,23 + 0,00 0,12 +0,00°
Dp 3 0,32 +0,00° 0,11 + 0,00° 0,20 + 0,00° 0,18 + 0,00°
Dp 3,5 0,17 + 0,00° ND 0,15 + 0,00° 0,19 + 0,00°
Pg3 0,17 +0,00° ND 0,34 + 0,00° 0,16 + 0,00°
Pg3,5 1,42 + 0,00° ND 1,00 + 0,00° 1,41 + 0,00°
Total 2.99 0.57 2.01 2.48
Acidos hidroxicindmicos
/§cido cumdrico 0,09 +0,03° 1,90 + 0,03° 0,07 + 0,00° 0,12 + 0,00°
Acido cafeico 0,02 +0,00° 0,03 + 0,00° 0,03 + 0,00° 0,02 + 0,00°
Acido clorogénico ND ND 0,04 + 0,00° 0,01 + 0,00°
Acido sinapico 0,34 +0,00° ND 0,01 +0,00° ND
Total 0,45 1,93 0,15 0,15
Acidos hidroxibenzéicos
Acido galico 3,46 +0,18° ND 0,16 + 0,00° 0,22 + 0,00°
Acido benzoico ND ND 0,06 + 0,00° 0,01 + 0,00°
Acido gentisico 0,10 + 0,00° ND 0,03 +0,00° ND
Acido anisico 0,3340,01° 0,11 + 0,00° 0,53 + 0,00 0,37 + 0,00°
Total 3,89 0,11 0,78 0,60

Nota: Os resultados sdo a média + desvio padrdo (n=3) e sdo expressos em mg/g amostra seca. Os valores com diferentes letras, na mesma linha,
sdo significativamente diferentes (p <0,05). ND, ndo detetado.
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Figura 13. Cromatogramas de HPLC-DAD a 278, 310, 326, 348 e 354 nm de compostos
fendlicos de folhas da espécie RUNL (Rubus ulmifolius Schott). Picos: 1 — catequina; 2-
epicatequina; 3- &cido galico; 4-4cido gentisico; 6- acido cumarico; 7- cido sinapico; 9-
acido anisico; 11- delfinidina 3,5- diglucosido; 12 — cianidina 3,5- diglucosido; 13 —
pelargonidina 3,5-diglucosido; 14 — delfinidina 3-glucosido; 15 — cianidina 3-glucosido;
16 — pelargonidina 3- glucosido; 18 — canferol; 19 — miricetina; 20 — quercetina.
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3.2.2.2 Conteudo em &cido ascorbico

Os vérios extratos de Rubus analisados neste estudo apresentaram um alto teor em
acido ascdrbico, variando os valores de 0,19 a 2,23 mg AAE/g amostra seca (Tabela 10).
Depois de se observarem os resultados obtidos conclui-se que a RUN1 apresenta 0s maiores
contetdos em acido ascérbico (1,10 a 2,23 mg AAE/g amostra seca). Notou-se, além disso,
que os dois espécimes ndo cultivados mostraram concentragdes de acido ascorbico mais
elevadas do que a RUC e RIC. Esta ultima apresentou os resultados mais baixos e nédo se
verificaram diferencas significativas (p <0,05) entre os quatro extratos avaliados nesta
planta. Garzon et al. (2009) reportou valores de acido ascorbico que variavam de 0,14 a 0,32
mg AAE/g amostra seca para Rubus idaeus L. e Rubus ulmifolius Schott em extratos
aquosos. Estes resultados sdo um pouco mais baixos, relativamente aos obtidos neste estudo
e estas diferencas podem ser devidas a diferencas nas regides de cultivo e nas condigdes de
extragdo.

Relativamente aos diferentes solventes usados nas extracdes, verificou-se que 0s
extratos aquosos a 95°C foram os que apresentaram a maior capacidade de extrair acido
ascorbico, ainda que ndo se tenham observado diferencas significativas (p <0,05) entre estes
extratos e os metanolicos (Tabela 10). Vejamos o exemplo do espécime RUC, que apesar do
valor da extracdo metandlica ser ligeiramente maior (1,44 mg AAE/g amostra seca), ndo se
verificaram diferencas significativas entre estes extratos e os aquosos a 95°C (1,08 mg
AAE/g amostra seca). Isto sugere que, neste caso, ndo se justifica 0 uso do solvente
organico, pois este solvente requer cuidados especificos de manuseamento, uma vez que
possui efeitos prejudiciais para a saude, enquanto a agua é de facil manipulacdo. Por outro
lado, os extratos etandlicos mostraram os valores mais baixos de &cido ascorbico (inferiores
a 1,10 mg AAE/g amostra seca).

Noutras espécies estudadas por Jung et al. (2006), os contetdos observados de acido
ascorbico também foram inferiores aos observados neste estudo (0,57, 0,22 e 0,15 mg
AAE/g amostra seca para 0 mesmo tipo de extratos aquosos, etandlicos e metandlicos,
respetivamente). Com estes resultados conclui-se que as plantas de Rubus estudadas
apresentam uma alta atividade antioxidante, uma vez que o acido ascorbico possui fortes

propriedades antioxidantes.
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3.2.2.3 Atividade antioxidante

Atividade antioxidante total (TAA)

A escolha deste teste para avaliagdo da atividade antioxidante deve-se ao facto deste
possuir uma metodologia de baixo custo, facil manipulacdo e, segundo os autores, poder ser
utilizado com diferentes solventes e possuir alta capacidade de avaliacdo da atividade
antioxidante. Os varios extratos das diferentes plantas de Rubus analisadas apresentaram
elevada atividade antioxidante (os valores variaram de 1,56 a 14,32 mg AAE/g amostra
seca) e os resultados obtidos séo apresentados na Tabela 10.

A RUNZ2 foi a que apresentou a maior atividade antioxidante (valores de 5,66 a 14,32
mg AAE/g amostra seca). Além disso, os dois espécimes ndo cultivados (Rubus ulmifolius
Schott) apresentaram os melhores resultados, quando comparadas com as plantas cultivadas
(valores de 2,23 a 6,13 mg AAE/g amostra seca e de 1,56 a 5,57 mg AAE/g amostra seca na
RUC e na RIC, respetivamente).

Relativamente aos diferentes solventes analisados nas extragdes, verificou-se que 0s
extratos aquosos a 95°C foram os que apresentaram a maior capacidade de extracdo (maior
capacidade de reducdo de molibdénio VI a molibdénio V), seguidos dos extratos
metanolicos. Por outro lado, o etanol mostrou ser o solvente com menor poder de extracéo
de antioxidantes totais. Com estes resultados € possivel verificar o efeito do solvente na
capacidade de extracdo de antioxidantes. Varios estudos (Trabelsi et al., 2010) mostram que
a extracdo de antioxidantes difere com as polaridades dos solventes. Estudos prévios
afirmam que extratos a partir do mesmo material vegetal, usando diferentes solventes,
podem variar amplamente no que diz respeito as suas concentracfes e atividades
antioxidantes. Neste contexto, este autor afirma que a agua é o melhor solvente para
extracdo de antioxidantes, em comparagdo com o metanol e o etanol. Assim, a solubilidade
dos antioxidantes depende do tipo de solvente, do grau de polimerizacdo e da formacéo de
complexos insolaveis.

Para concluir, é possivel afirmar que os extratos analisados neste estudo séo fontes
ricas de antioxidantes naturais, podendo ter o mesmo valor nutricional de espécies que tém

sido caracterizadas por possuirem propriedades terapéuticas.
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Poder redutor (RP)

A capacidade dos varios extratos analisados para reduzir o Fe** (ido ferricianeto) foi
analisada pelo método de Oyaizu (1986). A Tabela 10 mostra os resultados obtidos de poder
redutor para os varios extratos estudados. Em geral, observou-se um elevado poder de
reducdo das amostras, variando os valores de 0,52 a 18,88 mg TE/g amostra seca. O maior
poder redutor foi observado no RUN2 (os valores variam de 4,49 a 18,88 mg TE/g amostra
seca), 0 que seria de esperar uma vez que este espécime foi 0 que também apresentou maior
contetido em fendlicos totais e sao estes 0s responséaveis pela reducéo do Fe®*. Verificou-se
ainda que o0s espécimes ndo cultivados apresentam maior poder redutor do que os cultivados
(valores inferiores a 5,47 mg TE/g amostra seca). Contudo, no espécime RUC, ndo se
verificaram diferencas significativas (p <0,05) entre os extratos aquosos (25 e 95°C) e o0s
metandlicos.

Por outro lado, os resultados indicam que os extratos aquosos a 95 C (concentragdes
entre 4,88 e 18,88 mg TE/g amostra seca) apresentam o maior poder redutor e 0s extratos
etanolicos (valores inferiores a 4,49 mg TE/g amostra seca) mostraram 0 menor poder
redutor. Estes resultados indicam que o extrato aquoso a 95°C (que também apresentou
maior conteudo em fenolicos totais) teve o melhor impacto sobre a atividade antioxidante.
Isto demonstra que, para os extratos analisados, o sistema solvente influencia a composicao
de substancias presentes com atividade antioxidante. Estas observagdes sugerem que tanto a
polaridade do solvente como a natureza fendlica da planta influencia fortemente a estimativa

da atividade antioxidante.
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Tabela 10. Contetido em fendlicos totais, acido ascorbico e atividade antioxidante de extratos de folhas de Rubus.

Extratos Fendlicos Acido ascorbico TAA RP
RUN 1
Aquoso (25 C) 7,08 + 0,63 1,40 +0,17" 5,81 + 0,73 8,08 + 0,64¢
Aquoso (95 C) 11,82 +0,56" 2,22 +0,37° 10,68 + 1,26° 15,47 +0,49°
Etandlico 1,30+ 0,18’ 1,10 + 0,10 2,24 +0,138" 2,10 + 0,07¢"
Metandlico 4,48 +0,23¢ 2,23 +0,32° 7,70 £ 0,27° 11,82 +0,24°
RUN 2
Aquoso (25 C) 9,26 +0,35¢ 1,24 0,26 10,56 + 1,43° 12,75 + 2,53°
Aquoso (95 C) 15,09 + 0,36 1,47 +0,23° 13,58 + 0,54° 18,88 + 1,05°
Etandlico 2,76 £ 0,08" 0,77 + 0,23°# 3,21+0,57%" 4,49 + 0,45
Metandlico 4,95 + 0,168 1,13 +0,11° 5,66 + 0,16 6,37 + 0,06%
RUC
Aquoso (25 C) 5,29 + 0,22 0,94 + 0,06°¢ 4,61+ 0,65% 5,26 + 0,22°
Aquoso (95 C) 7,76 £0,17° 1,08 + 0,08 6,13 +0,30“ 5,47 +0,08°
Etandlico 1,03 + 0,07’ 0,53 + 0,25°™ 2,23 +0,10%" 1,51 +0,34"
Metandlico 6,43 +0,31° 1,44 +0,16° 5,40 + 0,75% 5,45+ 0,09°
RIC
Aquoso (25 C) 6,20 + 0,32° 0,68 + 0,13% 4,04 + 0,43% 4,37 + 0,05°%
Aquoso (95 C) 7,14 + 0,69% 0,61 + 0,19%" 5,47 +0,38% 4,88 + 0,15
Etandlico 0,71 £ 0,03' 0,19 + 0,07%" 1,56 +0,15" 0,52 +0,02"
Metandlico 4,56 + 0,128 0,86 +0,12° 2,91 +0,13%" 2,54 +0,07"

Nota: Os resultados sdo a média + desvio padrdo (n=3). O contetdo em fendlicos totais sdo expressos em mg GAE/g amostra seca e 0
contetdo em &cido ascorbico sdo expressos em mg AAE/g amostra seca. A atividade antioxidante total foi expressa em mg AAE/g
amostra seca e o poder redutor foi expresso em mg TE/g amostra seca. Os valores com diferentes letras, na mesma coluna, séo
significativamente diferentes (p <0,05).

74



Resultados e discussao

A atividade antioxidante de extratos de plantas depende largamente da composi¢éo
dos extratos e das condi¢fes dos métodos. Esta atividade é influenciada por varios fatores,
0s quais ndo podem ser descritos com um Gnico método. Assim, € necessario realizar mais
do que um tipo de teste para se poder ter em conta 0s varios mecanismos de acdo
antioxidante. Neste estudo, os diferentes extratos de folhas de Rubus foram avaliados

relativamente a sua atividade antioxidante, usando os ensaios FRAP, ABTS e DPPH.

Ensaio FRAP

Este método € versatil e pode ser facilmente aplicado tanto em extratos aquosos
como em extratos alcodlicos (Li et al., 2008). Neste ensaio, a atividade antioxidante é
avaliada com base na habilidade de reduzir o ido ferro (111) a ido ferroso (1) e os resultados
séo expressos em mg equivalentes de Trolox/g amostra seca. A Tabela 11 mostra a atividade
antioxidante dos diferentes extratos de folhas de Rubus estudados, usando o ensaio FRAP.
As amostras, em geral, mostraram uma elevada atividade antioxidante, tendo as
concentragdes variado de 0,53 a 7,25 mg TE/g amostra seca. Neste ensaio, a RUC foi a que
apresentou uma maior atividade antioxidante (valores entre 1,41 e 7,25 mg TE/g amostra
seca). Os dados revelam também que as amostras cultivadas apresentam uma maior
atividade antioxidante, quando comparadas com as ndo cultivadas.

A partir dos dados obtidos, observou-se que a utilizacdo de diferentes solventes
influencia o poder redutor da amostra a ser analisada. Segundo Pulido et al. (2000) a
eficiéncia antioxidante determinada pelo método FRAP depende do potencial redox dos
compostos analisados, caracterizado pela complexidade de suas moléculas. Verificou-se que
0s extratos aquosos a 95°C e metandlicos foram os que apresentaram a maior atividade
antioxidante, isto é, maior capacidade de reducdo do ferro (I11), a0 passo que 0s extratos
etandlicos mostraram a menor atividade antioxidante. No entanto, na RUN1 ndo se
verificaram diferencas significativas (p <0,05) entre os extratos aquosos (25 e 95°C) e 0s
metanolicos (Tabela 11). Por outro lado, os dois espécimes ndo cultivados apresentam
diferencas significativas nos extratos etandlicos e metandlicos, o que permite concluir que a
atividade antioxidante dos espécimes é fortemente influenciada pela sua regido de cultivo,
uma vez que a mesma espécie ndo cultivada (Rubus ulmifolius Schott) apresenta valores
significativamente diferentes em funcdo do seu local de crescimento.Com estes dados, pode
concluir-se que as plantas com maior atividade antioxidante sdo, assim, uma valiosa fonte de

antioxidantes naturais para isolacdo e purificacdo de componentes antioxidantes.
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Ensaio ABTS

O método ABTS foi usado para determinar a atividade antioxidante dos varios
extratos analisados neste trabalho. O ensaio de descoloracdo do radical ABTS®" é um dos
mais comumente utilizados na avaliacdo da atividade antioxidante e mede a habilidade dos
compostos para reduzirem o radical ABTS®". Este método é recomendado por ser usado em
extratos vegetais devido as suas caracteristicas de absor¢cdo maxima a 734 nm que elimina a
interferéncia da cor nos extratos vegetais (Li et al., 2008).

A Tabela 11 mostra a atividade antioxidante dos diferentes extratos de folhas de
Rubus estudados e os resultados foram expressos em mg TE/g amostra seca. As amostras,
em geral, apresentaram uma elevada atividade antioxidante, variando as concentragdes de
0,89 a 34,80 mg TE/g amostra seca. Os espécimes ndo cultivados foram 0s que mostraram
uma atividade antioxidante mais elevada (concentracdes que variam de 3,93 a 34,80 mg
TE/g amostra seca e de 2,05 a 16,31 mg TE/g amostra seca nos espécimes RUN2 e RUNL1,
respetivamente), seguidos da RUC (valores de 1,85 a 8,20 mg TE/g amostra seca). Em
contraste, Rubus idaeus L. (RIC) apresentou a atividade antioxidante mais baixa
(concentraces inferiores a 5,76 mg TE/g amostra seca).

Amensour et al. (2010) relatou concentracdes de 2,4, 0,31 e 2,59 mg TE/g amostra
seca para extratos aquosos, etanolicos e metandlicos, respetivamente, com caracteristicas de
extracdo idénticas. Estes valores estdo de acordo com os obtidos neste estudo. Os resultados
obtidos neste teste evidenciam o potencial dos espécimes ndo cultivados como fortes fontes
de nutrientes e antioxidantes naturais.

Estes resultados mostraram que a capacidade de reduzir o radical ABTS®" depende
tanto da planta estudada como do solvente usado no processo de extracdo. Os dois extratos
aquosos (25 e 95°C) exibiram a maior capacidade de reducéo do radical ABTS®", seguidos
pelos extratos metandlicos que também apresentaram alta capacidade de reducdo deste
radical. Por outro lado, os extratos etandlicos mostram uma baixa capacidade para reduzir
este mesmo radical (valores inferiores 3,93 mg TE/g amostra seca). Foram obtidos alguns
resultados similares entre os dois tipos de extratos aquosos, sugerindo que estes extratos
exercem os seus efeitos de reducdo do radical a concentracBes muito mais baixas,
relativamente aos restantes extratos. Além disso, estes resultados sugerem ainda que o0s
antioxidantes dos extratos etandlicos sdo fracos redutores do radical ABTS®" e exigem
concentracdes mais elevadas para obterem efeitos mais significativos.

Pode afirmar-se entdo, que a atividade antioxidante destas plantas confere-lhe valor

biolégico. Conclui-se que as folhas estudadas podem contribuir significativamente para as
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exigéncias nutricionais do homem e devem ser fontes de nutrientes complementares para

outras fontes importantes.

Ensaio DPPH

Este método tem sido bastante usado para testar a habilidade de reduzir o radical
livre DPPH em varias amostras. Este radical livre é estavel com absor¢do caracteristica de
517 nm e € usado para estudar os efeitos da reducdo do radical nos extratos. O efeito dos
extratos neste radical deve-se a sua capacidade em doar hidrogénio, atuando possivelmente
como antioxidantes primarios (Jimoh et al., 2010).

Com o objetivo de escolher o solvente adequado para avaliar a atividade
antioxidante, foi avaliada a habilidade de reducdo do radical DPPH, usando 0s mesmos
solventes. Os resultados apontaram para que os diferentes extratos de folhas do género
Rubus possuam uma variabilidade pouco significativa (p <0,05) na sua atividade de redugéo
do radical livre DPPH, como mostra a Tabela 11. As concentragdes foram expressas em mg
equivalentes de Trolox/grama de amostra seca, variando de 0,13 a 0,71 mg TE/g amostra
seca. Contudo, o extrato aquoso a 95T apresentou a maior habilidade para reduzir o radical
DPPH (concentrac6es de 0,49 a 0,71 mg TE/g amostra seca) e a atividade anti radical mais
baixa foi encontrada no extrato etanolico (valores entre 0,13 a 0,31 mg TE/g amostra seca).
E de considerar ainda que os diferentes extratos estudados mostraram atividades similares na
RUN1 (0,31, 0,36 e 0,38 mg TE/g amostra seca nos extratos etanolico, metandlico e aquoso
a 25°C, respetivamente) e na RUC (0,25 e 0,28 mg TE/g amostra seca no extrato etanolico e
metanolico, respetivamente). Estes resultados indicam que os solventes aquosos podem ser
os melhores solventes de extracdo para avaliar a atividade antioxidante das folhas de Rubus.
De acordo com varios estudos (Trabelsi et al., 2010), a adicdo de agua ao solvente melhora o
poder de extracdo e a atividade antioxidante.

Contudo, ainda assim, de entre as amostras estudadas, a RUN2 apresentou a maior
atividade antioxidante (concentracdes de 0,31 a 0,71 mg TE/g amostra seca).

A capacidade dos extratos para reduzir o radical ABTS foi significativamente mais
alta, relativamente a sua capacidade para reduzir o radical DPPH. Fatores como a
estreoseletividade dos radicais e a solubilidade dos solventes nos diferentes métodos
testados, tém sido reportados (Jimoh, 2010) por afetarem a capacidade dos extratos em
reagir e reduzir os diferentes radicais. Wang et al. (1998) descobriu que alguns compostos
que possuem capacidade de reduzir o radical ABTS ndo possuem capacidade de reduzir o
radical DPPH.
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Extratos FRAP ABTS DPPH
RUN 1
Aquoso (25 C) 2,46 + 0,04 7,40 + 0,33 0,38 + 0,02°
Aquoso (95 C) 2,50 + 0,00 16,31 + 1,38° 0,49 + 0,00“
Etandlico 0,77 £ 0,06" 2,05+ 0,018 0,31+0,01™
Metandlico 2,49 + 0,04 14,67 +2,41° 0,36 + 0,00/
RUN 2
Aquoso (25 C) 2,74 +0,01° 19,00 +0,23° 0,44 + 0,02%
Aquoso (95 C) 2,73 +0,05° 34,80 + 0,19 0,71 + 0,00°
Etandlico 2,25+ 0,02 3,93 +0,14 0,69 + 0,00°
Metandlico 5,74 + 0,54° 7,42 +0,46% 0,31+0,06™
RUC
Aquoso (25 C) 6,07 +0,19™ 6,14 + 0,26% 0,47 + 0,03
Aquoso (95 C) 6,97 + 0,39°° 8,20 +0,34° 0,54 + 0,00
Etandlico 1,41 +0,01%" 1,85 + 0,10%" 0,25+ 0,02"
Metandlico 7,25+ 1,07° 7,53 + 0,49 0,28 + 0,04"
RIC )
Aquoso (25 C) 3,64 +0,11° 5,57 + 0,29 0,20 + 0,04"
Aquoso (95 C) 4,29 +0,27¢ 5,76 + 0,67 0,59 + 0,00°
Etandlico 0,53 +0,04" 0,89 +0,09" 0,13 + 0,00’
Metandlico 2,33+0,10® 2,45 +0,23%" 0,31+ 0,00%"

Nota: Os resultados sdo a média + desvio padréo e sdo expressos em mg TE/g amostra seca. Os valores com diferentes letras, na
mesma coluna, sdo significativamente diferentes (p <0,05).

78



Resultados e discussao

3.2.2.4 Correlacdo entre a atividade antioxidante e o conteudo em fenolicos

totais e flavonoides totais

Os coeficientes de correlagdo (R?) entre as atividades antioxidantes e o contetido em
fendlicos totais das plantas estudadas foram determinados (Tabela 12). O R? entre a
atividade antioxidante obtida a partir do ensaio TAA e conteldo em fendlicos totais foi de
0,910 e 0 R? entre a atividade antioxidante obtida a partir do ensaio RP e o contetido em
fendlicos totais foi de 0,863 (Figura 14B). Verifica-se, entdo, que o alto conteudo em
fendlicos ¢ um fator importante para a determinacdo da atividade antioxidante destas
plantas. Os resultados estdo de acordo com os estudados por Ibrahim et al. (2010) que
afirmam que os compostos fenolicos contribuem significativamente para a atividade
antioxidante destas plantas.

No que respeita aos métodos individuais de avaliacdo de atividade antioxidante,
observou-se que a correlacdo obtida entre o conteudo em fendlicos totais e a atividade
antioxidante avaliada a partir do ensaio ABTS foi de 0,857 (Figura 14A). Estes dados estao
de acordo com a pesquisa efetuada por Amensour et al. (2010), a qual mostra que um alto
contetdo em fendlicos totais aumenta a atividade antioxidante e que existe uma correlagédo
linear entre o contetdo em fendlicos e a atividade antioxidante. Este autor, reportou ainda,
que o coeficiente de correlagdo entre a atividade antioxidante e polifendis foi mais elevado
quando o método usado para avaliar a atividade antioxidante foi o ensaio ABTS,
relativamente a outros métodos, o que tambem foi verificado neste estudo, uma vez que 0
coeficiente de correlacdo entre o conteddo em fendlicos e a atividade antioxidante avaliada
através do método DPPH no foi t4o significativa (R?=0,575) como a obtida entre os valores
de fendlicos e de ABTS. Isto indica que os antioxidantes ndo tém tanta capacidade para
reduzir o radical livre DPPH como tém para reduzir o radical ABTS. Observou-se ainda que
a correlacdo existente entre a atividade antioxidante avaliada a partir do ensaio FRAP e 0
conteido em fendlicos totais (R*= 0,278) foi pouco significativa (p <0,05). Este facto é um
indicador de que os antioxidantes ndo tém tanta capacidade para reduzir os oxidantes (Fe*").

Os coeficientes de correlacdo entre os flavonoides totais e as atividades antioxidantes
avaliadas pelos diferentes métodos foram muito menos significativos, relativamente aos
coeficientes de correlacdo obtidos entre os fendlicos totais e os diferentes métodos de
avaliacdo de atividade antioxidante. Estes resultados indicam que, além dos flavonoides,
existem outros compostos fendlicos (&cidos fendlicos, acidos hidroxicindmicos, entre outros)
gue contribuem para a atividade antioxidantes destes extratos. Estes dados sugerem ainda

que os compostos fendlicos presentes nestes extratos, proporcionam atividade antioxidante
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significativa e podem ser usados como indicadores importantes da atividade antioxidante
destes mesmos extratos.

A figural5 mostra ainda a forte correlagdo existente entre os métodos ABTS e RP
(R?=0,938), sugerindo que os antioxidantes presentes nestes extratos foram capazes de
reduzir os radicais livres (ABTS®") e de reduzir os oxidantes (ides férrico). Com base na
elevada correlacdo existente entre 0 método ABTS e TAA (R%= 0,939), pode-se concluir
ainda, que a atividade antioxidante é explicada, com mais evidéncia, pelo método ABTS. A
partir destes dados, verificou-se que as folhas de plantas de Rubus estudadas apresentam
uma elevada atividade antioxidante. Estas plantas sdo, portanto, valiosas fontes de
antioxidantes naturais, tanto para a preparacdo de extratos frescos como para um maior

isolamento e purificagdo de componentes antioxidantes.
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Figura 14. Correlacdo entre a atividade antioxidante e o contelldo em fendlicos totais. A atividade antioxidante
foi avaliada pelo método ABTS (A) e pelo método RP (B), respetivamente. R? = 0,857 (A) e R*= 0,863 (B).
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Figura 15. Correlacéo entre a atividade antioxidante avaliada pelos métodos ABTS e RP. R?=0,938.
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Tabela 12. Coeficientes de correlacdo (R?) entre os diferentes métodos estudados nos extratos de folhas de Rubus.
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Fendlicos  Flavonoides Antocianinas Taninos Ac. ascérbico TAA RP FRAP ABTS DPPH
Fenélicos 1 0,311 0,237 -0,267 0,515* 0,910* 0,863* 0,278 0,857* 0,575*
Flavonoides 1 -0,272 -0,193 -0,022 0,300 0,215 0,213 0,305 0,413
Antocianinas 1 0,019 0,566* 0,160 0,217 0,120 0,016 -0,055
Taninos 1 -0,044 -0,247 -0,260 0,108 -0,194 -0,409
Ac. ascérbico 1 0,648* 0,727% 0,113 0,572* 0,242
TAA 1 0,964* 0,139 0,939* 0,537*
RP 1 0,032 0,938* 0,526*
FRAP 1 0,040 0,178
ABTS 1 0,534*
DPPH 1

* . Correlagdo significativa a p <0,05.

82



Resultados e Discussao

3.2.3 Concluséo

Os resultados indicam a presenca de compostos com excelente atividade
antioxidante, proveniente das amostras de plantas de Rubus estudadas. No entanto, a RUN2
foi a que apresentou os maiores contelldos em compostos bioativos e, consequentemente, a
maior atividade antioxidante, pelo que merece uma especial atencdo no seu estudo, uma vez
que pode, potencialmente, ser uma fonte rica em antioxidantes naturais, os quais podem ter
um papel importante na indlstria alimentar e/ou farmacéutica. As diferengas de
concentragdes em compostos bioativos verificadas entre as plantas estudadas (considerando
0 mesmo solvente), relacionam-se, provavelmente com a variacdo das caracteristicas
edafoclimaticas de cada regido.

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, conclui-se que a capacidade de
extracdo de compostos bioativos e de antioxidantes naturais depende grandemente da
estéreo-seletividade do solvente usado no sistema de extragdo. Assim, verificou-se que o
solvente aquoso (95°C) se revelou o melhor solvente de extracdo para avaliacdo das
amostras de plantas de Rubus estudadas. Estes dados poderdo ser interessantes na medida
em que a populacdo em geral usa este tipo de extracdo (infuséo) no seu quotidiano.

Os dados obtidos revelaram ainda que as correlagfes entre a atividade antioxidante e
o conteudo em fendlicos totais e flavonoides totais podem depender do método escolhido e
das caracteristicas hidrofobicas e hidrofilicas do método e dos antioxidantes testados. Desta
forma, verificou-se que as amostras estudadas contém elevadas quantidades de compostos
fendlicos e acido ascorbico, os quais se correlacionam de uma forma bastante significativa
(p <0,05) com a atividade antioxidante avaliada pelo método ABTS, sugerindo que estes
compostos bioativos sdo 0s principais responsaveis pela atividade antioxidante apresentada
por estes extratos. Por outro lado, as correlagcdes pouco significativas (p <0,05), observadas
entre a atividade antioxidante avaliada pelos métodos FRAP e DPPH (R%=0,178) e o
contetido em fendlicos totais e flavonoides totais (R=0,311), sugere que os antioxidantes
presentes nos extratos estudados ndo possuem tanta habilidade para reduzirem o radical livre
DPPH e os oxidantes (i&o férrico) como possuem para reduzir o radical livre ABTS®". Além
disso, os acidos fenolicos, flavondis, catequinas e antocianinas identificados por HPLC-
DAD podem contribuir fortemente para a atividade antioxidante destas plantas.

Assim, as plantas estudadas demonstram ser fontes ricas de antioxidantes naturais,
que podem ser usadas na inddstria alimentar, farmacéutica, cosmética, entre outras,

aumentando o valor nutricional dos produtos.
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Com o objetivo de estudar as caracteristicas fisico-quimicas, o conteido em
compostos fendlicos e a atividade antioxidante de extratos de frutos de plantas de Rubus
obtidos no sul de Portugal, foram avaliados parametros de qualidade; composi¢do em
compostos fendlicos totais e individuais; e a atividade antioxidante através de diferentes
metodos.

Em relagdo aos pardmetros fisico-quimicos estudados, os frutos apresentaram valores
de pH (4,70, 3,30 e 3,03 para RUN2, RUC e RIC, respetivamente), de acordo com o
esperado, devido as suas caracteristicas naturais de sabor &cido e &cido-doce. Estes frutos
mostraram valores de acidez titulavel de 0,40, 1,14 e 2,21 g acido citrico/g amostra fresca
em RUN2, RUC e RIC, respetivamente. Este pardmetro € importante na manutencdo das
caracteristicas sensoriais dos mesmos. As amostras estudadas mostraram, ainda, valores de
solidos solaveis totais (Brix) de 15,20, 8,10 e 7,73 Brix para RUN2, RUC e RIC,
respetivamente. Esta caracteristica € um indicativo do teor de agucares e é importante, uma
vez que confere sabor agradavel a fruta e aos seus produtos derivados. Teores de agucares
intermediarios associados com teores adequados de acidez conferem a estes frutos
caracteristicas ideais para a industrializacdo (sumos, polpas, geleias, etc) (Hirsch, 2011).

A cor é um parametro importante para produtores e consumidores, pois indica se 0
fruto apresenta ou ndo condicdes ideais para a sua comercializagdo e consumo. Porém, a cor,
na maioria dos casos, ndo contribui para o aumento efetivo do valor nutricional ou da
qualidade do produto (Hirsch, 2011). Mas, em geral, os consumidores tém preferéncia por
frutos de cor forte e brilhante. Na avaliacdo da cor, utilizando o método espectrofotométrico,
a intensidade da cor (CI) foi de 2,18, 1,26 e 0,57 em RUN2, RUC e RIC, respetivamente.
Quanto maior o valor de CI, maior a intensidade da cor da amostra. A RUN2 apresentou
menor percentagem de vermelho (Rd) mas uma maior intensidade da cor (CI), em relacdo a
RUC e RIC, o que possivelmente aumenta a sua aceitacdo por parte dos consumidores. A
maior percentagem de azul (Bl) no espécime ndo cultivado, que Ihe confere a cor purpura
(entre o vermelho e o azul), pode estar relacionada com a grande quantidade de compostos
fendlicos presentes neste espécime.

No que diz respeito aos compostos bioativos presentes nos frutos de Rubus
estudados, a RUN2 apresentou 0s maiores conteudos em compostos fendlicos (fendlicos
totais, flavonoides totais, antocianinas monoméricas totais e taninos condensados), embora a
RUC e RIC tenham, ainda assim, apresentado conteudos em compostos fendlicos
semelhantes aos reportados por outros autores (Constantino et al., 1992; Benvenuti et al.,
2004; Olszewska et al., 2009; Wang et al., 2000; Gudej & Tomczyk, 2004). Relativamente
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aos diferentes solventes usados nas extracdes, observou-se que 0s extratos aquosos a 95°C e
os metandlicos se revelaram os melhores solventes de extracdo para avaliacdo dos frutos de
Rubus estudados, ainda que a utilizagdo de extratos aquosos a 95 C seja a melhor opcédo para
avaliar estes frutos, uma vez que a manipulacdo do metanol esta associada a riscos para a
salde. Este solvente apresenta efeitos de toxicidade no sistema nervoso. De acordo com
Amensour et al. (2010), a 4gua e o metanol sdo os melhores solventes de extracdo de
compostos fendlicos em frutos, devido a sua polaridade e boa solubilidade em componentes
fendlicos presentes no material vegetal.

Na avaliacdo dos compostos fendlicos individuais (andlise HPLC-DAD) presentes
nos extratos de frutos, a quercetina, o canferol, os acidos galico e cafeico foram os que
apresentaram os teores mais elevados. Estes resultados sdo corroborados por Jacques &
Zambiazi, (2010), o qual relatou que os compostos fendlicos encontrados em maiores
quantidades em extratos de frutos de Rubus foram o &cido galico, o acido cafeico, a
quercetina e o canferol. Os acidos fendlicos como o acido galico e cafeico estdo associados a
propriedades organoléticas, nutricionais e antioxidantes de alimentos e estes resultados
sugerem que os flavondis e as catequinas, juntamente com o &cido galico e cafeico
desempenham um papel fundamental nas propriedades nutricionais destes frutos. Desta
forma, a elevada correlacdo (R*= 0,849, correlaco linear entre fenélicos e TAA; R*=0,949,
correlacdo linear entre flavonoides e FRAP) entre o conteddo em compostos fendlicos e a
atividade antioxidante encontrada nestas plantas pode ser explicada pela presenca destes
compostos maioritarios.

As correlacBes significativas (R?=0,663) entre o contetido em &cido ascérbico e a
atividade antioxidante avaliada pelos diferentes ensaios, sugere que este composto contribui
para a atividade antioxidante dos extratos de frutos estudados, sendo estes potenciais fontes
de antioxidantes naturais. Além disso, o contetdo em fenolicos totais mostrou uma forte
correlacdo com os métodos TAA, RP, FRAP e ABTS, indicando que estes compostos séo 0s
principais responsaveis pela atividade antioxidante existente nos extratos estudados.
Amensour et al. (2010) mostra que um elevado conteddo em polifendis totais aumenta a
atividade antioxidante e que existe uma correlacdo linear entre o contetdo em fendlicos e a
atividade antioxidante. Por outro lado, o método DPPH apresentou correlagdes pouco
significativas (p <0,05) com o conteido em fendlicos totais, flavonoides totais, antocianinas
e taninos, indicando que os antioxidantes presentes nos extratos ndo possuem capacidade
para reduzir o radical livre DPPH como possuem para reduzir o radical ABTS®" e/ou o ferro
().
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No que diz respeito aos extratos de folhas de Rubus estudados, a RUN2 apresentou,
em geral, 0 maior conteldo em compostos bioativos e a maior atividade antioxidante. Esta
espécie e referida por varios autores (Egea et al., 2010; Dall’Acqua et al., 2008; Martini et
al., 2009) pela sua elevada atividade antioxidante e contedo em compostos fendlicos. A
Rubus ulmifolius Schott ndo cultivada é conhecida pelas suas propriedades anti-
inflamatdrias, antimicrobianas, antiodontalgicas e gastrointestinais (Sisti et al., 2008).

Em relacdo aos diferentes solventes usados nas extragdes, o extrato aquoso (infuséo a
95°C) mostrou 0 maior poder de extracdo de compostos bioativos e de antioxidantes, em
particular quando a extracdo destes antioxidantes foi avaliada pelo método ABTS,
indicando, mais uma vez, que estes compostos possuem elevada capacidade para reduzir o
radical ABTS®", em comparagdo com a capacidade que possuem para reduzir o radical livre
DPPH e /ou o ferro (I11). Fatores como a estreoseletividade dos radicais e a solubilidade dos
solventes, nos diferentes métodos testados, tém sido reportados (Jimoh, 2010) por afetarem a
capacidade dos extratos em reagir e reduzir os diferentes radicais. Wang et al. (1998)
descobriu que alguns compostos que possuem capacidade de reduzir o radical ABTS®" ndo
possuem capacidade de reduzir o radical DPPH.

As folhas estudadas apresentaram elevados conteddos em fendlicos totais e a
correlacdo linear existente entre estes compostos e a sua atividade antioxidante (R°=0,910,
correlacdo linear entre o conteudo em fenolicos totais e a atividade antioxidante avaliada
pelo ensaio TAA; R*=0,857, correlacdo linear entre o contetido em fenélicos totais e a
atividade antioxidante avaliada pelo ensaio ABTS) sugere que os fenolicos totais sdo 0s
principais responsaveis pela atividade antioxidante existente nestes extratos. Por outro lado,
os coeficientes de correlacdo significativamente baixos existentes entre os contetdos em
flavonoides totais (R?= 0,305, coeficientes de correlagdo entre flavonoides e a atividade
antioxidante avaliada pelo ensaio ABTS) e antocianinas (R®=0,016, coeficiente de
correlacdo entre as antocianinas e a atividade antioxidante avaliada pelo ensaio ABTS) e a
atividade antioxidante avaliada por varios ensaios, indicam que ndo sdo estes compostos
bioativos 0s maiores contribuintes para a atividade antioxidante dos extratos estudados. Este
facto seria de esperar, uma vez que tanto os flavonoides totais (R?=0,311) como as
antocianinas (R?=0,237) mostraram uma correlacdo pouco significativa com o conteido em
fendlicos totais. Isto sugere que, além dos flavonoides, existem outros compostos fendlicos
(&cidos fendlicos, entre outros) responsaveis pela atividade antioxidante existente nestes
extratos de folhas de Rubus. As elevadas concentracbes em acido galico e cumarico

encontradas nestes extratos, juntamente com os teores em canferol, podem justificar a
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elevada correlagdo entre o conteddo em fendlicos totais e a atividade antioxidante
encontrada nestas folhas.

Assim, pode concluir-se que as folhas estudadas, constituem fontes ricas em
compostos biologicamente ativos, 0s quais, possuem importantes propriedades
antioxidantes, podendo contribuir significativamente para as exigéncias nutricionais do

homem e devendo ser fontes de nutrientes complementares a outras fontes principais.
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Os diferentes extratos obtidos a partir de frutos de plantas Rubus obtidos no sul de
Portugal, apresentaram valores de pH e contetdo em acucares ("Brix) que contribuem para o
seu sabor caracteristico. A sua acidez ideal para a industrializacdo demonstrou, ainda,
aptiddao para serem comercializados na forma de produtos industrializados. Estes frutos
apresentaram elevado valor nutricional, podendo ser usadas como fontes de nutrientes para
consumo em fresco, principalmente compostos bioativos com grande poder antioxidante,
parecendo serem promissoras para fins nutricionais e medicinais, uma vez que estes
antioxidantes previnem uma série de disfun¢Ges do nosso organismo. No entanto, dos frutos
estudados, € de destacar o espécime ndo cultivado (RUN2) que, além de ter apresentado as
melhores caracteristicas fisico-quimicas, mostrou o maior teor em compostos fendlicos e a
maior atividade antioxidante.

No que diz respeito aos extratos de folhas de Rubus, os espécimes ndo cultivados
apresentaram 0s melhores resultados, sendo o espécime do Algarve (RUN2) o que
apresentou 0 maior conteddo em fitonutrientes, assim como uma maior atividade
antioxidante, quando comparado com o espécime do Alentejo (RUN1). Este facto pode ser
justificado pelas diferencas edafoclimaticas destas duas regides.

Relativamente aos diferentes solventes estudados, conclui-se que o solvente aquoso
(95°C) se revelou o melhor solvente de extracdo para avaliacdo das amostras de plantas de
Rubus estudadas. A capacidade de extracdo de compostos bioativos e de antioxidantes
naturais depende grandemente da estéreo-seletividade do solvente usado no sistema de
extracao.

De entre os antioxidantes presentes nas amostras estudadas neste trabalho, os que
desempenham um papel de maior relevancia sdo os compostos fendlicos, nomeadamente os
flavonoides, antocianinas e taninos. As propriedades benéficas destes compostos podem ser
atribuidas a sua capacidade para reduzirem os radicais livres. Além dos compostos
fendlicos, existem outros componentes presentes nestas plantas que possuem atividade
antioxidante, nomeadamente o &cido ascérbico. Além disso, 0s compostos bioativos
presentes nos extratos de frutos e folhas (Rubus) analisados, correlacionam-se de uma forma
bastante significativa com a atividade antioxidante desses mesmos extratos, sugerindo que
estes compostos bioativos sdo os principais contribuintes para a atividade antioxidante.
Assim, as plantas aqui estudadas podem potencialmente ser usadas como fontes facilmente
acessiveis de antioxidantes naturais necessarios a industria alimentar, cosmética e

farmacéutica.
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'IBB/CGB-Institute for Biotechnology and Bioengineering/ Centre of Genomics and
Biotechnology, Faculty of Sciences and Technology - University of Algarve, Campus de
Gambelas, 8005-139 Faro, Portugal

Abstract

Introduction: Rubus represents a diverse genus of plants that mainly inhabit the northern
hemisphere. Particular attention has been devoted to Rubus genus because of their high
antioxidant activity and phenolic content. Like other fruits, berries may have additional
health benefits, as they are rich sources of micronutrients and phytochemicals such as
phenolics and ascorbic acid. Blackberries (Rubus sp.) and red raspberries (Rubus idaeus L.),
in particular, are known to demonstrate strong antioxidant capacity, mainly as a result of
their high levels of phenolics compounds.

This study aimed to analyze the total phenolic content and antioxidant activity of aqueous
extracts (water at room temperature and infused at 95 °C), ethanol and methanol extracts of
fresh fruits (Rubus spp.) selected in southern Portugal, as potential sources of natural
antioxidants.

Methodology: Total phenolic content was determined by the Folin-Ciocalteu method
(Huang et al., 2006) and antioxidant activity was evaluated according to the procedure of
Prieto et al. (1999) both with slight modification.

Results and discussion: The results pointed to higher antioxidant activity and higher total
phenolic content in the blackberry, in the four different extracts. Both in blackberry and
raspberry, the methanol extract showed the highest antioxidant activity (measured in
Ascorbic Acid Equivalent, AAE) (6.90 mg AAE/ g sample and 6.30 mg AAE/ g sample in
the blackberry and the raspberry, respectively) and higher total phenolic content (measured
in Gallic Acid Equivalent, GAE) (1.88 mg GAE / g sample and 1.32 mg GAE / g sample in
the blackberry and raspberry, respectively). The phenolic content has a strong correlation
with antioxidant activity (R? = 0.823).
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Conclusions: The results suggest that phenolic compounds are the major contributors to the
antioxidant activities of Rubus spp., which could be used as an easily accessible source of
natural antioxidants and as a possible food supplement.
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Apéndice | — Preparacédo da solugdo metandlica de cloreto de aluminio
e Solucdo metandlica de cloreto de aluminio hexahidratado 2%: 2 g de

AICl;.3H,0 foram dissolvidas em metanol para um volume final de 100 mL.

Apéndice Il — Preparacdo das solugbes necessarias para a realizacdo do método
espectrofotométrico das antocianinas monoméricas totais

e Tampao cloreto de potéssio 0,025 M, pH 1,0: Num copo, misturou-se 1,86 g de
KCl e 980 mL de agua destilada; mediu-se e ajustou-se o pH da solucéo para 1,0
com HCI concentrado; transferiu-se a solu¢do para um baldo volumétrico de 1L
e perfez-se o volume com agua destilada.

e Tampdo acetato de sodio 0,4 M, pH 4,5: Num copo, misturou-se 54,43 g de
CH3CO;Naz".H,0 e 960 mL de agua destilada; mediu-se e ajustou-se o pH da
solucéo para 4,5 com HCI concentrado; transferiu-se a solugdo para um baldo
volumétrico de 1L e perfez-se o volume com agua destilada. As solugdes devem
ser estaveis a temperatura ambiente por alguns meses, no entanto o pH deve ser
verificado e ajustado sempre que se proceder as analises.

PM é o peso molecular
DF é o fator de diluicdo (Nota 2)
¢ € a absortividade molar (Nota 3)
Quando a composicao da amostra € desconhecida, 0 pigmento é expresso como
cianidina-3- glucosido, onde PM = 449.2 e £ = 26 900.
Nota 1: O espectro da amostra (260-710 nm) foi obtido para determinar o comprimento
de onda com maxima absorvéncia (A vis-max)-
Nota 2: Se 0,2 mL de amostra ¢ diluido em 3mL, FD = 15
Nota 3: Usar o valor de ¢ reportado na literatura (Giusti, M., & Wrolstad, R. E., 2001)

em solventes aquosos acidificados.

Apéndice Il — Preparacdo das solucBes necessarias para a realizacdo do método
espectrofotométrico dos taninos condensados
e Solucdo de vanilina 1%:1 g de vanilina foi dissolvida em metanol para perfazer
um volume final de 100 mL.
e Solucdo de HCI 9M: 7,2 mL de HCI concentrado foi dissolvido em metanol para

um volume final de 100 mL.
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Apéndice IV — Preparagdo da solugdo TAA

Foram preparadas as seguintes solucdes: &cido sulfarico 0,6 M, fosfato de sddio

28 mM e molibdato de aménio 4 Mm. Com estas trés solucdes foi preparada a solugdo

de TAA: O écido sulfarico concentrado (3,36 mL) foi adicionado a 50 mL de &gua

destilada, onde se dissolveu posteriormente 0,494 g de molibdato de amobnio

[(NH4)sM07024.4H,0] e finalmente 1,064 g de fosfato de sodio, perfazendo-se com

agua destilada para um volume final de 100 mL.

Apéndice V- Composicdo das solucdes preparadas para a realizacdo do método RP

Tampéo fosfato 0,2 M (pH 6,6): 68,5 mL de uma solu¢do de NaH,PO4-2H,0
0,2M foram misturados com 31,5 mL de uma solugdo de Na,HPO,4-2H,0 0,2
M.
o Solucdo de NaH,PO4-2H,0 0,2 M: 7,80 g de NaH,PO4-2H20 foram
dissolvidas em agua destilada para um volume final de 250 mL.
o Solucdo de Na,HPO,4:2H,0O 0,2 M: 8,89 g de Na;HPO,4-2H,0O foram
dissolvidas em agua destilada para um volume final de 250 mL.
Solucdo de ferrocianato de potassio (1%, wi/v): dissolveu-se 1,0 g de
KsFe(CN)g em 1,0 mL de HCI 1M e diluiu-se em agua destilada para se obter
um volume final de 100 mL.
Solucdo de cloreto de ferro (0,1%, wi/v): foram dissolvidas 0,1 g de
FeCl;-:6H,0 em 1,0 mL de HCI 1M e diluiu-se a solu¢do em agua destilada a
fim de se obter um volume final de 100 mL.
Solucéo de acido tricloroacético (10%, w/v): dissolveram-se 10,0 g TCA em
agua destilada e perfez-se o volume para 100 mL.
Solucdo de HCI 1M: pipetaram-se 8,4 mL de HCI para um baldo volumétrico

de 100 mL e completou-se o volume com agua destilada.

Apéndice VI — Composicao das solu¢des preparadas para a realizacdo do teste FRAP

Tampao acetato 300 mM: Num baldo volumétrico de 1L, adicionou-se 3,1
g de acetato de sodio (C,H3NaO,.3H,0) a 16 mL de acido acético (C,H40y),

perfez-se o volume com agua destilada e guardou-se a 4 C.
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o TPTZ 10 mM em HCI 40 mM: Num baldo volumétrico de 25 mL, foram
diluidos 0,078 g de TPTZ em 84pL de &cido cloridrico e o volume foi
completado com agua destilada.

. Cloreto de ferro 20 Mm: 0,054 g de FeCls.6H,0 foram diluidos em &gua
destilada, num baldo volumétrico de 10 mL.

A solucéo de trabalho (solugcdo FRAP) foi preparada com 2,5 mL de solugéo de
cloreto de ferro, 2,5 mL de solugdo TPTZ e 25 mL de tampéo acetato. Esta solucdo foi
aquecida a 37 T antes de ser utilizada.

Apéndice VII — Preparagéo da solucdo de DPPH
e Solugdo metandlica de DPPH 0,16 mM: Num baldo volumétrico de 100 mL,
foram dissolvidas 0,0099 g de DPPH em metanol.

Apéndice VIII — Preparacédo da solugdo ABTS

Preparou-se uma solucéo cationica de ABTS, misturando 25 mL de uma solucéo
ABTS (7 mM) com 440 pL de uma solucdo de persulfato de potassio (140 mM). Esta
reagiu por 12 horas, a temperatura ambiente e auséncia de luz. Apds formado o radical
ABTS*®", adicionou-se etanol & solucéo até se obter um valor de absorvéncia de 0,7 +
0,02 a 734 nm.
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