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RODRIGUES, E. Atividade antioxidante in vitro e perfil fenélico de cultivares de
mirtilo (Vaccinium sp.) produzidas no Brasil 85 p. Dissertagcdo (Mestrado em
Ciéncia dos Alimentos) — Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal de
Santa Catarina, [2009].

RESUMO

Neste trabalho foram avaliados a atividade antioxidante, os compostos fendlicos
totais, as antocianinas monoméricas totais e o perfil fendlico (acidos fendlicos e
flavondides nado-antocianicos) das principais cultivares de mirtilo (Vaccinium sp.)
produzidas no Brasil. Foram coletadas amostras representantes das espécies
Vaccinium corymbosum e Vaccinium ashei Reade, totalizando 10 cultivares. O
método Folin-Ciocalteau foi aplicado para quantificar os compostos fendlicos totais e
os métodos ABTS (acido 2,2"-azino-bis(3-etilbenzotiazolina)-6-acido sulfénico),
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila), FRAP (Poder de reducdo do Ferro) e B-
caroteno/acido linoléico foram aplicados para avaliar a atividade antioxidante. A
identificacdo e quantificagdo dos principais acidos fenodlicos e flavonoides néo-
antocianicos foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O teor
de compostos fendlicos encontrado variou de 274,48 até 694,60 mg de equivalente a
acido galico (EAG).100 g em peso fresco (PF). As cultivares Climax (Vaccinium
ashei Reade) e Bluecrop (Vaccinium corymbosum) apresentaram a maior € a menor
concentracdo de compostos fendlicos totais, respectivamente. A concentracao de
antocianinas monomeéricas totais variou da cultivar Bluecrop até a Tifblue, com
valores de, respectivamente, 40,62 e 378,31 mg.100 g PF. A atividade antioxidante
medida pelos métodos ABTS, DPPH e FRAP mostrou grande amplitude entre as
cultivares estudadas, com variacdo de, respectivamente, 1238,48 a 2445,96,
1014,24 a 2055,06 e 699,780 a 1740,25 umol TEAC.100 g' PF. As cultivares
representantes da espécie Vaccinium ashei Reade apresentaram, em geral, uma
maior concentragdo de compostos fendlicos, antocianinas monoméricas totais e
atividade antioxidante que a cultivar Bluecrop, Unica representante da espécie
Vaccinium corymbosum avaliada. Foi encontrada uma correlagdo moderada (p <
0,05) entre a atividade antioxidante e a concentracdo de compostos fendlicos totais
e antocianinas monomeéricas totais. Os &cidos protocatecuico e clorogénico foram
encontrados como compostos fendlicos majoritarios, em concentragdes variando de,
respectivamente, 39,62 a 110,86 e 18,18 a 33,16 mg.100 g' PF. Em geral, as
cultivares de mirtilo produzidas no Brasil apresentam o mesmo perfil qualitativo de
acidos fendlicos e flavondides nao-antocianicos, porém apresentam diferentes
concentracdes destes compostos em sua composicdo. Este trabalho demonstra que
existe uma diversidade de niveis de concentracdes de compostos fenodlicos e
atividade antioxidante no mirtilo produzido no Brasil, de acordo com a cultivar e o
local de producdo. Além disso, confirma o potencial desta fruta como fonte de
compostos fendlicos com elevada atividade antioxidante.

Palavras chave. Mirtilo, cultivares, compostos fendlicos, atividade antioxidante.



RODRIGUES, E. Antioxidant activity in vitro and phenolic profile of cultivars of
blueberry (Vaccinium sp.) grown in Brazil 85 p. Dissertation (Master Degree in
Food Science) — Center of Agricultural Sciences, Federal University of Santa
Catarina, [2009].

ABSTRACT

In this work the antioxidant activity, total phenolic compounds concentration, total
monomeric anthocyanins and phenolic profile (phenolic acids and non-anthocyanic
flavonoids) of the main cultivars of blueberry (Vaccinium sp.) grown in Brazil were
evaluated. Samples representatives of the species Vaccinium corymbosum and
Vaccinium ashei Reade were provided by the main producers of blueberry, totaling
10 cultivars evaluated. Folin-Ciocalteau method was applied to quantify the total
phenolic compounds and methods ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-
sulfonic acid), DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), FRAP (ferric reducing
antioxidant power) and [-carotene/linoleic acid were applied to evaluate the
antioxidant activity. The identification and quatification of phenolic acids and non-
anthocyanic flavonoids was performed by high-performance liquid chromatography
(HPLC). The phenolic compounds content ranged from 274.48 to 694.60 mg gallic
acid equivalent (GAE).100 g fresh weight (FW). Climax (Vaccinium ashei Reade)
and Bluecrop (Vaccinium corymbosum) cultivars presented the highest and lowest
concentration of total phenolic compounds, respectively. The concentration of
monomeric anthocyanins ranged from cultivar Bluecrop to Tifblue, with values of,
respectively, 40.62 and 378.31 mg.100 g”' FW. The antioxidant activity as measured
by methods ABTS, DPPH and FRAP showed great variation among cultivars,
ranging, respectively, from 1238.48 to 2445.96, 1014.24 to 2055.06 and 699.780 to
1740.25 ymol TEAC.100 g' FW. Cultivars representatives of the species Vaccinium
ashei Reade presented, in general, a greater concentration of phenolic compounds,
monomeric anthocyanins and antioxidant activity than the cultivar Bluecrop, only
representative of the specie Vaccinium corymbosum evaluated. There was a
moderate correlation between antioxidant activity measured and concentration of
anthocyanins and phenolic compounds. Protocatechuic and chlorogenic acids were
found as major phenolic compounds in concentrations ranging from, respectively,
39.62 to 110.86 and 18.18 to 33.16 mg.100 g~ FW. In general, blueberry cultivars
grown in Brazil present similar of phenolic acids and non-anthocyanic flavonoids
qualitative profile, presenting, however, different concentration of these compounds
in their composition. This work demonstrates the diversity of levels of phenols
concentration and antioxidant activity of the blueberry grown in Brazil according to
the cultivar and location production. In addition, confirms the potential of this fruit as a
source of phenolic compounds with high antioxidant activity.

Keywords. Blueberry, cultivars, phenolic compounds, antioxidant activity.
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INTRODUCAO

A associagao entre uma dieta rica em frutas e vegetais e a diminuicdo do
risco de doencas cardiovasculares, de certos tipos de céancer e aquelas
relacionadas ao envelhecimento é demonstrada por consideraveis evidéncias
epidemioldgicas o que, por hipétese, é devido ao conteudo de antioxidantes
(GOODWIN e BRODWICK, 1995; YANG et al., 2001; KAUR e KAPOOR, 2001;
GARCIA-ALONSO et al., 2004; VECCHIA, 2004; DAI et al. 2006; NO THLINGS et
al., 2008; TRICHOPOQULOU et al.,, 2008). A acao destes compostos esta
relacionada a atenuacao de eventos oxidativos e inibicdo ou ativacdo de sistemas
enzimaticos que podem contribuir para o surgimento dessas doencas
(HALLIWELL et al., 1995; PIETTA, 2000; SEERAM e NAIR, 2002).

Dentre os compostos com propriedades antioxidantes destacam-se 0s
compostos fendlicos, presentes nas formas livres ou complexadas. Entre as
principais fontes destes compostos estdo as pequenas frutas como amora, cereja,
uva, ameixa, framboesa, morango e mirtilo (PRIOR et al., 1998; MOYER et al.,
2002; WU et al., 2004). O mirtilo (Vaccinium sp.) destaca-se pela elevada
concentracao de compostos fendlicos, os quais compreendem acidos fendlicos e
flavondides (KADER et al., 1996; KALT et al., 1999; SELLAPPAN, AKOH e
KREWER, 2002; ZHENG e WANG, 2003). Dentre os flavondides, destaca-se a
alta concentracdo de antocianinas presente, caracterizando esta fruta como uma
matéria-prima para producao de corante natural (CAMIRE et al., 2002; LEE e
WROLSTAD, 2004).

Varios trabalhos demonstraram que ha uma grande variabilidade
qualitativa e quantitativa dos fendlicos encontrados no mirtilo. Esta diferenca na
composicao fendlica é dependente de fatores intrinsecos (género, espécie e
cultivar) e extrinsecos (condicdes ambientais e de cultivo, manejo e condi¢des de
armazenamento) (CONNOR et al., 2002; TARUSCIO et al., 2004; WANG et al.,
2008; GIOVANELLI e BURATTI, 2009). Além disso, fatores como a complexidade
desse grupo de compostos, métodos de extracdo e quantificacdo também podem

afetar a composicao deste grupo de compostos.
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A producao de mirtilo (Vaccinium sp.) no Brasil é ainda recente e pouco
conhecida, localizada majoritariamente na regido Sul e Sudeste do pais (SANTOS,
2004). A maior parte da producdo é destinada ao mercado externo e a pequenos
mercados finos do pais. A literatura destaca pesquisas sobre a composicao
fendlica e a atividade antioxidante do mirtilo produzido em diversos paises, porém
€ quase inexistente pesquisas sobre o mirtilo cultivado no Brasil. Considerando
esta situacao e o fato da composicao fendlica do mirtilo ser afetada por diversos
fatores relacionados a regido de produgao, o presente trabalho teve por objetivo
determinar a concentracdo fendlica total, as antocianinas monoméricas totais, a
atividade antioxidante in vitro e os acidos fendlicos e flavondides nao-antocianicos

das principais cultivares de mirtilo produzidas no Brasil.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA
1 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundérios sintetizados por
plantas durante o desenvolvimento normal, e em resposta a condi¢cées de estresse
tais como infecgbes, ferimentos, radiacao ultravioleta (UV), entre outras. Estes
compostos estdo presentes em todas as plantas, constituindo um grupo
diversificado de fitoquimicos derivados da fenilalanina e tirosina (Figura 1)
(BECKMAN, 2000; NACZK e SHAHIDI, 2006).

o=

Fenilalanina

¢

Acido cindmico

| 1, \
Lignanas
— — 3 Malonil CoA
Cs Estilbeno sintetase
L n Fenilpropandides Estilbenos

i S 3 Malonil CoA
_ 7] / Chalcona sintetase

| B . Chalconas

Suberinas, Cutinas

@ lD] — Bl

Flavondides

Proantocianidinas
- Flavonoéis
- Flavonas
- Flavononas
- Flavanois
- Isoflavonas

- Antocianidinas

Figura 1. Produgéo de fenilpropandides, estilbenos, lignanas, ligninas, suberinas, cutinas,
flavonoides e proantocianidinas. Fonte: Naczk e Shahidi (2004).
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As plantas contém fendis simples, acidos fendlicos (derivados do acido
benzoéico e cinamico), cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos, lignanas e
ligninas. Estes compostos fendlicos podem atuar atraindo polinizadores,
contribuindo na pigmentacdo, como antioxidantes, e como agentes protetores
contra luz UV, patbégenos, predadores, entre outras fungbes (BRAVO, 1998;
NACZK e SHAHIDI, 2006). Em alimentos, os fendlicos podem contribuir para o
amargor, adstringéncia, cor, flavor, odor e estabilidade oxidativa de produtos. Além
disso, a capacidade de protecao a saude e propriedades antinutricionais de outros
fendlicos sdo de grande importadncia para produtores, processadores e
consumidores (ANGELO e JORGE, 2007).

A distribuicdo dos compostos fendlicos nos tecidos das plantas nao é
uniforme. Compostos fendlicos insoluveis sdo encontrados nas paredes celulares,
enquanto fendlicos soluveis sdo encontrados no interior dos vacuolos. As
camadas mais externas das plantas contém niveis superiores de compostos
fendlicos do que aquelas localizadas nas camadas mais internas. Compostos
fendlicos da parede celular, ligados a varios componentes celulares, contribuem
para a resisténcia mecanica da parede celular e exibem papel na regulacdo do
crescimento e morfogénese da planta. Também estao ligados a resposta da célula
a condicoes de estresse e patégenos. Os acidos ferulico e p-cumarico sdo os
principais acidos fendlicos presentes na parede celular. Estes compostos podem
estar esterificados com pectina ou arabinoxilanas ou possuir ligacées cruzadas
com polissacarideos da parede celular na forma de dimeros (NACZK e SHAHIDI,
2006).

Os compostos fendlicos exibem uma variedade de propriedades
fisioldgicas, tais como antialergénica, antiarterogénica, antiinflamatéria,
antimicrobiana, antitrombotica, antioxidante e efeito cardioprotetor e vasodilatador
(BENAVENTE-GARCIA et al., 1997; PUUPPONEM-PIMIA et al., 2001). Todas
estas propriedades justificam o grande numero de estudos desenvolvidos para o

monitoramento destes compostos em frutas e vegetais.

Os principais compostos fendlicos da dieta humana sao os acidos

fendlicos, flavondides e taninos, os quais ocorrem nos alimentos em quantidades
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aproximadas de 1 — 3 mg.Kg' de alimento. A avaliacdo da ingestdo desses
compostos é dificultada pelo grande numero de tipos de fendlicos e por diversos
fatores que afetam seu conteddo, como: espécie e cultivar, sistema de cultivo,
localizagdo geogréfica, estado de maturacao, partes avaliadas e condicoes de
armazenamento (KING e YOUNG, 1999).

Os acidos fendlicos (Figura 2) caracterizam-se por possuirem um anel
benzénico, um grupamento carboxilico, € um ou mais grupamentos hidroxila e/ou
metoxila na molécula (NATELLA et al., 1999). Sao divididos em trés grupos. O
primeiro € composto pelos &cidos benzdicos, que possuem sete atomos de
carbono (Ce-C+) € sdo os acidos fendlicos mais simples encontrados na natureza.
O segundo é formado pelos acidos cindmicos, que possuem nove atomos de
carbono (Ce-C3). O terceiro sdo as cumarinas, derivadas do acido cindmico por
ciclizacdo da cadeia lateral do acido o-cumarico (SOARES, 2002).

a)
COOH COOH
oo COOH
HaCO OCH, H OH H H
HO OH L L
o OH
Acido galico Acido siringico Acido protocatecuico Acido p-
hidroxibenzdico
HO HO \
N\_coon COCH
H H
Acido p-cumérico Acido caféico
OH4C OH4C
COOH 3 COOH
\ \
HO HO
OCH, OCH 4
Acido ferulico Acido sinapico

Figura 2. Exemplos de acidos benzédicos (a) e cindmicos (b). Fonte: Balasundram, Sundram e
Samman (2006).
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Os flavonéides constituem um grupo enorme de fendlicos de plantas,
representando mais da metade dos compostos fendlicos que ocorrem
naturalmente (BALASUNDRAM, SUNDRAM e SAMMAN, 2006). Caracterizam-se
estruturalmente por um esqueleto carbbnico Ce-C3-Cg (Figura 3), no qual os trés
carbonos entre os grupos fenil sdo ciclizados com oxigénio. As varias classes de
flavondides diferem no nivel de oxidacao e no padrdo de substituicdo no anel C,
enquanto compostos individuais dentro de uma classe diferem no padrdo de
substituicdo nos anéis A e B (PIETTA, 2000). Assim, dividem-se em seis classes:
flavanonas, flavonas, flavondis, isoflavonas, flavandis e antocianidinas (HOLLMAN
e KATAN, 1999).

Figura 3. Estrutura béasica dos flavonéides. Fonte: Cook e Samman (1996).

Os taninos sdao compostos de elevada massa molecular e conferem a
sensacao de adstringéncia a muitas frutas e vegetais. Considerando sua estrutura,
os taninos podem ser classificados em hidrolisaveis e condensados. Os primeiros
contém um nucleo central de glicose ou um alcool poliidrico, esterificado com
acido galico, sendo subdivididos em galotaninos e elagitaninos (Figura 4). Sao
facilmente hidrolisaveis com acidos, bases ou enzimas (MELLO e SANTOS,
2007).

OH
HO. OH

OH

HO OH

Figura 4. Exemplo de estrutura quimica de um tanino hidrolizavel (B-1,2,3,4,6-pentagaloil-D-
glicose. Fonte: Mello e Santos (2007).
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Os taninos condensados sao polimeros de catequina e/ou
leucoantocianidina, ndo sendo hidrolisaveis com facilidade por tratamento acido
(SOARES, 2002). Estas moléculas sao oligbmeros e polimeros formados pela
policondensagcdo de duas ou mais unidades flavan-3-ol e flavan-3,4-diol. Essa
classe de taninos também é denominada de proantocianidina devido ao fato de os
taninos condensados produzirem pigmentos avermelhados da classe das
antocianidinas, tais como a cianidina e delfinidina, apés degradacdo com &acido
mineral a quente (Figura 5) (MELLO e SANTOS, 2007).

R=H (cianidina); R=0OH (delfinidina)

R

OH
R HO N
o | Xy OH

=
OH
S OH
H+

%;to

OH

Figura 5. Estrutura quimica geral de um tanino condensado sofrendo catdlise acida e originando
seus produtos de degradacao. Fonte: Mello e Santos (2007).

1.1 Antocianinas

Antocianinas sdo o0s principais pigmentos de plantas vasculares
(CASTANEDA-OVANDO, 2009). Sdo responsaveis pela cor vermelha, azul e
purpura de flores, frutas, folhas e 6rgdos de armazenamento (ISHIKURA, 1975;
ISHIKURA e SUGAHARA, 1979; BRIDLE e TIMBERLAKE, 1997). Estruturalmente
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sdo consideradas flavonoides porque possuem em sua estrutura o esqueleto
carbénico Ce-C3-Cg caracteristico e a mesma origem biossintética de outros
flavonéides (FEILD, LEE e HOLBROOK, 2001). Porém, diferem de outros
flavondides naturais pela grande absorcéao de radiacao eletromagnética na regiao
visivel do espectro, e consequentemente apresentam-se com cores variadas
(JACKMAN e SMITH, 1992). A cor apresentada por estas moléculas foi
primeiramente explicada por Pauling em 1939, que propds que a estrutura
ressonante do ion flavilium era responsavel pela intensidade da sua cor
(WROLSTAD, DURST e LEE, 2005). As moléculas de antocianinas consistem de
duas ou trés partes: a base aglicona (antocianidina), um acgucar e,

freqientemente, acidos ligados ao acucar (FRANCIS, 1989).

As antocianinas sao derivados glicosilados de 17 diferentes
antocianidinas, as quais sao polihidroxi e/ou polimetoxi dos sais do 2-
fenilbenzopirilium (flavilium). Em muitos casos os residuos de acglUcares sao
acilados por acido p-cumarico, caféico, ferulico, e algumas vezes pelos acidos p-
hidroxibenzéico, malénico ou acético (FRANCIS, 1989). Estes substituintes séo
usualmente ligados na posicdo 3 dos acucares, eventualmente na posicao 6 e,
menos freqliientemente, na posicdo 4 dos mesmos. Quanto a natureza, os
acucares sao principalmente os monossacarideos glicose, galactose, ramnose e
arabinose. Di e trissacarideos formados pela combinacdo destes também podem
ocorrer. A posicao C-3 da antocianidina sempre é ocupada por um agucar, sendo
que outro agucar presente ocupa geralmente a posi¢do C-5. Contudo, glicosilacao
na posicao C-7, C-3’ e C-5’ ja foi demonstrada (BROUILLARD, 1982).

Das 17 antocianidinas presentes na natureza, apenas 6 (Figura 6) sao
constituintes comuns das antocianinas, sendo elas: pelargonidina, cianidina,
delfinidina, peonidina, petunidina e malvidina (DELGADO-VARGAS, JIMENEZ e
PAREDES-LOPEZ, 2000). Um grande nimero de antocianinas é derivado das
diferentes combinacbées possiveis entre antocianidinas, agucares e acidos
organicos, sendo conhecidas mais de 600 antocianinas (KONCZAK e ZHANG,
2004).
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Figura 6. Principais antocianidinas encontradas na natureza. Fonte: Brouillard (1982).
2 ANTIOXIDANTES

A respiracao é um fendbmeno intimamente relacionado a vida. Entretanto,
produz as chamadas espécies reativas de oxigénio (ERO) e radicais livres. O
termo radical livre é freqlUentemente usado para designar qualquer atomo ou
molécula contendo um ou mais elétrons desemparelhados nos orbitais mais
externos, o que torna estas moléculas altamente reativas, capazes de reagir com
qualquer composto que esteja proximo, passando a assumir uma acao oxidante
(HALLIWEL e GUTTERIDGE, 1999).

Assim, a formacdo de ERO e radicais livres ocorre no metabolismo
normal, existindo a necessidade permanente de inativar estas moléculas de alta
reatividade. O desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes resulta no
chamado estresse oxidativo (DAVALOS, GOMEZ-CORDOVES e BARTOLOME,
2003). Os danos induzidos por estas moléculas podem afetar muitas moléculas
biolégicas, incluindo os lipideos, as proteinas, os carboidratos e o DNA.
Consequientemente, as ERO estdo implicadas em varias doengas degenerativas
humanas, como doencas cardiovasculares, disfuncbes cognitivas e cancer
(PIETTA, 2000).
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Para combater os radicais livres e/ou as chamadas espécies reativas de
oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) o corpo é equipado com um sistema de defesa
efetivo (antioxidantes enddgenos), o qual inclui varias enzimas e moléculas
antioxidantes de alto e baixo peso molecular (KAUR e KAPOOR, 2001). Esta
protecdo pode ser baseada em varios mecanismos de agdo, principalmente:
inibicdo da geracdo e a capacidade de neutralizar ERO/ERN, capacidade
redutora, capacidade de quelar metais, atividade como enzima antioxidante e
inibicio de enzimas oxidativas (MAGALHAES et al., 2008). Além destes
antioxidantes enddgenos, ha aqueles consumidos na dieta (antioxidantes
exégenos), que incluem o acido ascérbico (vitamina C), a vitamina E, a vitamina A,

os carotendides e os compostos fendlicos.

Um antioxidante pode ser definido como uma substancia que, em baixa
concentracdo em relacdo a um determinado substrato, retarda ou previne a
oxidacao do substrato oxidavel (HALLIWEL, 1995). Quando o mecanismo de acao
for através de sua reacao com o radical livre, o novo radical formado deve ser

estavel e incapaz de propagar a reacao (SHAHIDI et al., 1992).

Os antioxidantes, baseado no mecanismo de acdo, podem ser
classificados em primarios, no qual atuam como doadores de prétons e/ou
elétrons, impedindo o processo de iniciacdo desencadeado pelos radicais livres.
Nesta classe de antioxidantes encontram-se os compostos fendlicos, o tocoferol,
os carotendides e os antioxidantes sintéticos. Sao classificados como secundarios,
quando atuam no bloqueio da decomposicao dos perdxidos e hidroperoxidos e
convertendo-os na forma inativa por acdo de agentes redutores, bloqueando a
reacdo em cadeia através da captacdo de intermediarios reativos, como o0s
radicais peroxila e alcooxila. Nesta classe estdo os antioxidantes sintéticos, as
vitaminas A, C e E, e também os compostos fendlicos (DONELLI e ROBINSON,
1995; PIETTA, 2000).

Entre os antioxidantes presentes nas frutas e vegetais, os mais ativos e
freqUientemente encontrados sdo os compostos fendlicos, tais como os &cidos
fendlicos e flavondides (RICE-EVANS, 2001; SOARES, 2002). A capacidade
antioxidante destes compostos é devido a sua habilidade de seqUestrar radicais
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livres, pela doacao de hidrogénio ou elétrons, ou pela quelacdo de ions metalicos
(AMAROWICZ et al., 2004). A estrutura destes compostos é determinante na sua

atividade neutralizadora de radicais e de quelacao de metais.

A atividade antioxidante dos acidos fenodlicos depende do numero e
posicdo de grupos hidroxila em relagdo ao grupo funcional carboxila. Acidos
monohidroxibenzéicos com o grupo OH ligado nas posicbes orto ou para em
relagdo ao grupo COOH nao apresentam atividade antioxidante, porém, isso nao
acontece para o &cido m-hidroxibenzéico. A atividade antioxidante dos acidos
fendlicos aumenta com o aumento do grau de hidroxilagdo, como é o caso do
trinidroxilado acido galico, que apresenta alta atividade antioxidante. Em
contrapartida, a substituicdo dos grupos hidroxila nas posicées 3 e 5 por grupos
metoxila, como no caso do acido siringico, reduz a atividade. Os &cidos
hidroxicinamicos apresentam maior atividade antioxidante que os acidos
hidroxibenzdicos correspondentes. Isso pode ser devido ao grupo CH=CH-COOH,
gue garante maior habilidade de doar ions H* e estabilizar radicais que o grupo
COOH (BALASUNDRAM, SUNDRAM e SAMMAN, 2006; ANGELO e JORGE,
2007).

A relacao da estrutura da molécula flavondide e sua atividade antioxidante
€ bastante complexa. Geralmente, ela varia de acordo com os recursos estruturais
da molécula e as substituicbes nos anéis B e C. Essas moléculas podem ter sua
capacidade antioxidante aumentada conforme aumenta o grau de hidroxilagdo no
anel B (grupos catecol e pirogalol), quando possuem ligacdes duplas entre C-2 e
C-3 combinadas com um grupo 3-OH no anel C, e ainda, quando ocorrem
substituicdes de grupos -OH no anel B por grupos metoxila capazes de alterar o
potencial redox, afetando a capacidade seqlestrante dos flavonoides
(BALASUNDRAM, SUNDRAM e SAMMAN, 2006).

3 METODOS IN VITRO PARA AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
Diferentes técnicas sao utilizadas para determinar a atividade antioxidante

in vitro, de forma a permitir a selecdo de substancias puras e matrizes com esta

propriedade. Na Tabela 1 sdo apresentados alguns dos principais métodos usados
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para avaliacao da atividade antioxidante, bem como o principio de cada um. Estas
metodologias diferem entre si, em termos do mecanismo da reagdo envolvida,
espécies oxidantes e alvos, condicdes reacionais e expressao dos resultados. Até
mesmo quando um destes métodos € considerado, diferentes padrées de
antioxidantes, solventes, tempo de reacdo e pH séo fatores determinantes na
atividade antioxidante medida (SANCHES-MORENO, 2002; MAGALHAES et al.,
2008). Assim, informagdes validas sobre o perfil antioxidante completo de uma
matriz alimentar ou composto puro s&o obtidas pela aplicacdo de um conjunto de
métodos analiticos.

Tabela 1. Principais métodos in vitro para determinacao da atividade antioxidante e seus principios
de acio.

Método Principio
ABTS Transferéncia de elétrons
DPPH Transferéncia de elétrons
FRAP Transferéncia de elétrons
ORAC Transferéncia de atomo de hidrogénio
TRAP Transferéncia de atomo de hidrogénio
B-caroteno/acido linoléico Transferéncia de atomo de hidrogénio
Inibicdo da oxidagao do LDL Transferéncia de atomo de hidrogénio

Fonte: Huang, Ou e Prior (2005).

Magalhdes et al. (2008) classificaram os métodos analiticos sob duas
diferentes abordagens, como métodos com esquema competitivo e nao-
competitivo (Figura 7). No esquema competitivo, a espécie alvo, definida como um
composto que representa uma biomolécula que pode ser atacada in vivo, e 0
composto antioxidante competem pelas espécies reativas (radicais ou nao-
radicais). Em geral, a avaliacdo da capacidade antioxidante baseia-se na
quantificacdo da espécie alvo ou da sua forma oxidada. Enquanto isso, em
métodos com esquema nao-competitivo os provaveis antioxidantes interagem com
espécies reativas sem a presenca de outra molécula alvo. A avaliacdo da

capacidade antioxidante & monitorada pela quantificacado da espécie reativa.
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Espécies w Espécies
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Figura 7. Representacdo esqueméatica dos métodos competitivos (a) e ndo-competitivos (b). Fonte:
Magalhaes et al. (2008).

Os métdos ABTS (4cido 2,2"-azinobis-(3-etilbenzotiazolina)-6-acido
sulfénico), DPPH (2,2-diphenil-1-picrilhidrazila) e FRAP se encaixam no esquema
nao-competitivo, enquanto o método [B-caroteno/acido linoléico representa um

método do tipo método competitivo.

3.1 Método ABTS

O método ABTS é baseado na inibicao por antioxidantes da absorbancia
do radical catidbnico ABTS™ (Figura 8), o qual possui um grande espectro de
absorcao, com quatro comprimentos de onda de absor¢cao maxima: 415, 660, 734
e 820 nm (SANCHEZ-MORENO, 2002). Em termos de condicbes de analise,
estratégias diferentes sdo implementadas para geracdo do radical ABTS™, tempo
e comprimento de onda para monitoramento da reagéo, e escolha do antioxidante
padrao de referéncia. O radical ABTS™ pode ser gerado por reagdo quimica,
usando diéxido de manganés, AAPH (2,2-azobis amidinopropano
dihidrocloridrico) ou persulfato de potassio (K>S:Og), por reacdo enzimatica
usando metamioglobina ou peroxidase, ou por geragao eletroquimica. Tempos de
reacdo variando de 1 a 30 minutos sdo adotados em protocolos da literatura,
sendo mais usado o tempo de 7 minutos. Quanto ao comprimento de onda de
deteccao, a determinacado a 734 nm é preferida, visto que neste comprimento de
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onda a influéncia de compostos interferentes é reduzida (MAGALHAES et al.,
2008).

Em termos de quantificacdo da atividade antioxidante, o valor da
absorbancia, proporcional a concentracdo de ABTS™ remanescente, é medida
apds um tempo de reacao fixado e assim determinada a porcentagem de inibicao
do radical por um composto puro ou extrato. Os resultados sdo expressos como
equivalentes a uma solucao de TROLOX (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-
acido carboxilico), através da construgdo de uma curva de calibragcdo com
concentracdes conhecidas de TROLOX ou também como porcentagem de inibicao
do radical (MAGALHAES et al., 2008). Um dos protocolos mais utilizados para
esta analise € aquele descrito por Re et al. (1999), no qual o radical é gerado
numa forma estavel pela reacdo com persulfato de potassio (K2S.0g). Em
sequéncia, o radical formado é misturado com o antioxidante no meio reacional e
a porcentagem de inibicdo da absorbancia a 734 nm é calculada como funcao da
concentracado de antioxidantes.

— - nt

S SOg

SOS_\@iSFN/ NH4<N
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Figura 8. Radical ABTS"". Fonte: Huang, Ou e Prior (2005).

3.2 Método DPPH’

O DPPH" é um dos poucos radicais estaveis e organicos de nitrogénio
comercialmente disponiveis (HUANG, OU e PRIOR, 2005). A sua estrutura (Figura
9) é caracterizada por uma valéncia com um elétron desemparelhado em um
atomo de nitrogénio (EKLUND et al., 2005). Neste método o radical cromogeno
purpura (DPPH’) é reduzido por compostos antioxidantes para a correspondente
hidrazina amarela palida. A atividade antioxidante € geralmente avaliada em meio

organico (etanol ou metanol) pelo monitoramento do decaimento da absorbéancia a
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515 — 528 nm por um tempo determinado ou até permanecer constante. O
mecanismo da reacado é baseado na transferéncia de elétrons, sendo fortemente
influenciada pelo solvente e pelo pH do meio reacional (MAGALHAES et al.,
2008).

Diferentes autores utilizam protocolos que variam na concentragao inicial
do radical (22,5 — 250 uM), tempo de reacao (5 — 60 min), solvente e pH reacional.
Estas variaveis do método afetam o resultado obtido e por conseqiiéncia tornam
dificil uma comparacéo valida entre resultados de diferentes autores (SHARMA et
al., 2009). Apesar disso, € considerado um método valido e facil para avaliar a
atividade antioxidante de compostos puros e/ou extratos complexos, visto que é
utilizado um radical estavel e que nao necessita ser gerado como em outros
métodos baseados na neutralizacao de radicais (SANCHEZ-MORENO, 2002).

O,N

O,N

Figura 9. Estrutura quimica do radical DPPH'. Fonte: Huang, Ou e Prior (2005).
3.3 Método FRAP

O método FRAP mede a habilidade de compostos reduzirem o complexo
férrico Fe*® — 2,4,6-tripiridil-s-triazina [(Fe*® — (TPTZ)?]*® para um complexo ferroso
[(Fe*? — (TPTZ)?]*? intensamente azul em meio &cido (Figura 10). A quantificagéo é
feita pela medida da absorbancia a 620 nm e a partir da relagdo com solucdes
padrdes de ferro ou com solugdo de um antioxidante padrdo (MAGALHAES et al.,
2008).
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Figura 10. Reacéo de redugcédo do complexo férrico [(Fe+3 - (TPTZ)2]+3 para um complexo ferroso
[(Fe™ — (TPTZ),]*%. Fonte: Huang, Ou e Prior (2005).

3.4 Método da co-oxidacao do B-caroteno/acido linoléico

Este método avalia a capacidade de neutralizacdo de radicais livres
gerados durante a peroxidacao do acido linoléico. O método esta fundamentado
em medidas espectrofotométricas (470 nm) da descoloragdo (oxidacao) do B-
caroteno induzida pelos produtos de degradacao oxidativa do &cido linoléico. A
descoloracao ocorre em fungdo das estruturas radiculares, que se formam pela
oxidacao do acido linoléico, atacarem as duplas ligagdes do B-caroteno, o qual
perde seu cromoéforo, resultando na perda da cor laranja, caracteristica da
solucdo. Este método determina a capacidade de um extrato ou composto puro
proteger um substrato lipidico da oxidagdo em meio emulsionado. Em geral, se
utiliza o BHT (butilhidroxitolueno) como controle positivo para comparacdo dos
resultados (MARCO, 1968; MILLER, 1971; DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

4 MIRTILO (Vaccinium sp.)
4.1 Caracteristicas botanicas e producao

O mirtilizeiro € membro da familia Ericaceae, e é classificado na subfamilia
Vaccinoideae, da qual pertence ao género Vaccinium (RASEIRA e ANTUNES,
2004). E um arbusto hexaploide, de folhagem decidua no inverno, de 2 — 4 m de
altura, que exige varias horas de frio por ano com temperaturas abaixo de 7,2 °C.
Apresenta folhas cartaceas, glabras, de 4 — 8 cm de comprimento. As flores sédo
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formadas durante a primavera quando as plantas ainda estdo sem folhas e
geralmente sdo andréginas (HARRI et al., 2006). O mirtilizeiro produz frutos, o
mirtilo (Figura 11), com didmetro entre 8 e 22 mm, de sabor agridoce, com
significativo valor de mercado devido ao sabor exético e pelas suas propriedades
funcionais (RASEIRA e ANTUNES, 2004). No mundo existem trés grupos
principais de mirtilo produzidos comercialmente: os de arbustos baixos “lowbush”,
os de arbustos altos “highbush”’ e os do tipo olho-de-coelho “rabbiteye” (RASEIRA
e ANTUNES, 2004).

Figura 11. Mirtilo (Vaccinium sp.).

No Brasil, as principais cultivares de mirtilo produzidas pertencem ao
grupo ‘“rabbiteye’. Apresentam como caracteristicas: elevado vigor, plantas
longevas, produtividade alta, tolerancia ao calor e a seca, baixa exigéncia na
estacao fria, floracao precoce, longo periodo entre floracdo e maturacao, frutos
firmes com longa vida pés-colheita se conservados adequadamente. Outra
caracteristica que torna as cultivares representantes deste grupo mais cultivadas
no Brasil € a menor exigéncia de horas de frio (temperaturas abaixo de 7,2 °C)
que aquelas do grupo “highbush’. Elas sdo capazes de brotar e florescer com
apenas 360 horas de frio, enquanto aquelas do grupo “highbush’ necessitam entre
650 e 800 horas de frio (RASEIRA e ANTUNES, 2004). Assim, este grupo é
cultivado principalmente nos Estados Unidos (EUA), Canadé, Australia, Argentina,
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Chile, Nova Zelandia, Holanda, Pol6nia, Japado, Espanha e Franga pelas
caracteristicas do clima destes paises (STRIK, 2005). Entre as limitagcdes das
cultivares do grupo “rabbiteye”, destaca-se a completa coloracéo do fruto antes do
ponto ideal da colheita e de alcancar a melhor qualidade em termos de sabor, a
tendéncia de rachar a pelicula em periodos Uumidos e o longo periodo até alcancar
o maximo de produtividade (ANTUNES et al., 2008).

A origem do mirtilo estd associada a algumas regides da Europa e
América do Norte. Atualmente a producdo esta concentrada principalmente nos
EUA e Canada. Os EUA sao os principais produtores e consumidores,
respondendo por 66 % da producdo mundial (STRIK, 2005). Apesar de ser
cultivado em 35 Estados dos EUA, apenas 10 deles respondem por 97 % da
producdo. Michigan é o principal produtor de mirtilo para venda na forma
congelada e New Jersey é o principal produtor para consumo in natura (US
Highbush Blueberry Council, 2008).

O cultivo de mirtilo esta em franca expansao em paises da América do Sul
como Chile, Argentina e Uruguai, ocupando uma area de producao de 6500 ha. A
expansao da cultura é influenciada, em grande parte, pelo fato da época de
colheita nesses paises coincidir com a entressafra nos paises do Hemisfério
Norte, como os EUA (BANADOS, 2006). Dentre os paises da América do Sul,
destaca-se a participacao do Chile que produz aproximadamente 7500 t por ano,
sendo o pais que mais produz e exporta a fruta para o mercado norte-americano,
concentrando seu abastecimento entre os meses de janeiro e abril (RASEIRA e
ANTUNES, 2004).

O Brasil € um produtor ainda recente de mirtilo. Os primeiros experimentos
tiveram inicio em 1983 sob responsabilidade da Embrapa Clima Temperado de
Pelotas (RS), com a introdugéo da colecao de cultivares de baixa exigéncia em frio
do grupo “rabbiteye”, oriundas da Universidade da Flérida (EUA). A regiao de
Vacaria (RS) foi pioneira na producdo comercial desta fruta e é a grande
referéncia em termos de producdo. Atualmente, o cultivo no pais esta em
expansao, especialmente em regides de clima temperado, onde ha uma grande
demanda em relacdo a cultivares adaptadas as condigcbes edafoclimaticas
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regionais (SILVA et al., 2008). Os dados disponiveis de 2004 demonstravam um
quadro produtivo estimado em cerca de 60 t, concentradas nos municipios de
Vacaria (RS), Caxias do Sul (RS), Barbacena (MG) e Campos do Jordao (SP),
totalizando uma area de aproximadamente 35 ha (RASEIRA e ANTUNES, 2004).

4.2 Composigao fendlica

O mirtilo (Vaccinium sp.) apresenta em sua composicdo uma alta
concentracdo de compostos fenodlicos (PRIOR et al., 1998; MOYER et al., 2002;
SELLAPPAN, AKOH e KREWER, 2002; WU et al., 2004), sendo esta superior a
maioria das frutas (WOLFE et al., 2008). Estes compostos variam desde
moléculas simples como os acidos fendlicos (benzbéicos e cindmicos), flavanois,
flavondis e antocianinas, até compostos polimerizados como as proantocianidinas
(KADER et al., 1996; HAKKINEN et al., 1999; SELLAPPAN, AKOH e KREWER,
2002; GIOVANELLI e BURATTI, 2009).

Sellappan, Akoh e Krewer (2002) identificaram e quantificaram os acidos
fendlicos e flavonodides ndo-antocianicos de cultivares de mirtilo produzidas na
Georgia (EUA). Encontraram os &acidos fendlicos galico, p-hidroxibenzdico, p-
cumarico, ferulico e caféico. O acido elagico foi encontrado em apenas algumas
cultivares avaliadas. Do grupo dos flavondides nao-antocidnicos foram
encontrados os flavanois catequina e epicatequina, e como representantes dos

flavondis a quercetina, a miricetina e o kaempferol.

Taruscio, Barney e Exon (2004) avaliaram a composicao fenélica (acidos
fendlicos e flavondides nao-antocianicos) de cultivares de mirtilo pertencentes a
nove espécies do género Vaccinium. A (-)-epicatequina foi o flavanol
predominante, seguido da catequina. Entretanto, em algumas espécies a
catequina ndo foi detectada (< 5 ug.g'). Do grupo dos flavondis foram
identificados e quantificados a quercetina e miricetina, sendo ndo detectada a
presenca do kaempferol. Neste trabalho o acido clorogénico foi encontrado como

componente fenélico majoritario em todas as cultivares avaliadas.
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Zadernowski, Naczk e Nesterowicz (2005) identificaram 17 acidos
fendlicos presentes em algumas cultivares de mirtilo por cromatografia gasosa
(CG) acoplada a espectrometria de massa (EM). Encontraram os acidos
benzoicos: gentisico, galico, o-pirocatecuico, protocatecuico, salicilico, siringico,
vanilico, veratrico. Como representantes dos &cidos cindmicos, encontraram os
acidos caféico, m-cumarico, o-cumarico, p-cumarico, 3,4-dimetoxicinamico,

feralico, hidroxicaféico e sinapico.

Zheng e Wang (2003) identificaram um grande numero de compostos
fendlicos presentes no mirtilo. O diferencial deste trabalho foi a determinagéo
destes compostos na forma glicosilada, ou seja, sem aplicar a etapa de hidrélise.
Assim, foram encontrados os flavondéis miricetina-3-arabinosideo, quercetina-3-
galactosideo, quercetina-3-glicosideo, quercetina-3-arabinosideo, quercetina-3-
ramnosideo e derivados do kaempferol. As antocianinas encontradas foram
delfinidina-3-galactosideo, delfinidina-3-glicosideo, delfinidina-3-arabinosideo,
cianidina-3-arabinosideo, cianidina-3-galactosideo, cianidina-3-glicosideo,
cianidina-3-xilosideo, petunidina-3-galactosideo, petunidina-3-glicosideo,
petunidina-3-arabinosideo, = malvidina-3-galactosideo, = malvidina-3-glicosideo,
malvidina-3-arabinosideo, peonidina-3-galactosideo, peonidina-3-glicosideo e
peonidina-3-arabinosideo.

Em trabalho recente de Lohachoompol et al. (2008) foram identificadas as
antocianinas presentes em cultivares de mirtilo produzidas na Australia. As
cultivares estudadas foram: Crunchie, Star e Sharpe (“highbush”, Vaccinium
corymbosum); Climax, Powderblue e Brightwell (“rabbiteye”, Vaccinium ashei).
Foram identificadas as antocianinas: delfinidina-3-glicosideo, delfinidina-3-
galactosideo, cianidina-3-galactosideo, delfinidina-3-arabinosideo, cianidina-3-
glicosideo, petunidina-3-galactosideo, cianidina-3-arabinosideo, petunidina-3-
glicosideo, peonidina-3-galactosideo, petunidina-3-arabinosideo, peonidina-3-
glicosideo, malvidina-3-galactosideo, peonidina-3-arabinosideo, malvidina-3-
glicosideo e malvidina-3-arabinosideo. As antocianidinas majoritarias encontradas
foram a delfinidina, petunidina e malvidina. Neste trabalho foram verificados
alguns picos que possivelmente seriam antocianinas aciladas, porém nao foi

possivel identifica-los.
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4.3 Fatores que afetam o conteudo fendlico e a atividade antioxidante

A composicao fendlica do mirtilo (Vaccinium sp.) demonstrada acima,
apresenta grande variacdo qualitativa e quantitativa. Varios trabalhos
demonstraram que esta variacdo € dependente de fatores intrinsecos (género,
espécie e cultivar) e extrinsecos (condicoes ambientais e de cultivo, manejo e
condicbes de armazenamento) (KALT et al., 1999; CONNOR, LUBY e TONG,
2002; WANG et al., 2008; GIOVANELLI e BURATTI, 2009). Além disso, fatores
como a complexidade dos compostos fendlicos, métodos de extragcdo e
quantificacdo também podem afetar a composicao deste grupo de compostos. A
alteracdo no conteudo fendlico tem como conseqiiéncia direta uma grande

variabilidade na atividade antioxidante apresentada por esta fruta.

O mirtilo proveniente de quatro espécies (Vaccinium corymbosum,
Vaccinium ashei Reade, Vaccinium angustifolium e Vaccinium myrtillus) foi
estudado por Prior et al. (1998). Os autores verificaram grande variagdo na
concentracdo de compostos fendlicos, antocianinas e na atividade antioxidante
entre as espécies e ainda entre cultivares representantes da mesma espécie. O
efeito da maturacao, avaliado para as cultivares Brightwell e Tifblue, mostrou um
aumento na concentracao de compostos fenélicos e na atividade antioxidante de
ambas cultivares ao longo da maturag¢do. Foi observado um aumento de 169, 261
e 224 %, na concentracdo de compostos fendlicos, antocianinas e na atividade
antioxidante, respectivamente, para a cv. Brightwell. Em contrapartida, o local de
cultivo (Oregon, Michigan e New Jersey (EUA)) nao apresentou influéncia sobre o
conteudo fendlico e a atividade antioxidante da cv. Jersey.

Moyer et al. (2002) avaliaram 9 espécies e 30 cultivares de mirtilo quanto
ao teor de antocianinas, compostos fenélicos e atividade antioxidante (métodos
ORAC e FRAP). Encontraram uma grande variagdo nos niveis de compostos
fendlicos e na atividade antioxidante entre espécies e entre cultivares do género
Vaccinium. A atividade antioxidante medida pelo método ORAC apresentou
intervalo de valores 19 até 131 umol TROLOX.100 g’ em peso fresco. A cultivar
Summit (Vaccinium corymbosum) foi avaliada durante o amadurecimento. Foi

observada, ao longo deste periodo, uma elevacdo na concentracdo de
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antocianinas, fenolicos totais, ORAC e FRAP de 163, 175, 182 e 129 %,

respectivamente.

A alteragdo da composicao qualitativa e quantitativa dos compostos
fendlicos de cultivares de mirtilo (Vaccinium corymbosum) foi investigada durante
o amadurecimento da fruta por Castrejon et al. (2008). Houve diminuicdo dos
acidos hidroxinamicos e flavonéis ao longo do amadurecimento bem como do
conteudo de fendlicos totais e da atividade antioxidante. Os valores para fendlicos
totais variaram de 60,76 para 33,00 mg EAG.100 g em peso seco, do estagio

inicial até o final do amadurecimento, respectivamente.

Connor, Luby e Tong (2002) avaliaram a influéncia da cultivar, do local e
época de cultivo sobre o conteudo fendlico e atividade antioxidante do mirtilo. As
cultivares, tanto do mesmo local como de locais diferentes de producao,
apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) no conteudo fendlico total,
antocianinas e na atividade antioxidante. Também foi encontrada variacdo na
atividade antioxidante entre duas safras (1998 e 1999), dentro de um mesmo local
de producdo. Estas mudangas provocaram uma alteragdo no ranqueamento das
cultivares de acordo com seu conteudo de fendlicos totais, antocianinas e
atividade antioxidante nos dois anos de estudo. Foi demonstrado assim, que
existe uma interacdo entre genoétipo (cultivar) e ambiente na determinacdo da
atividade antioxidante do mirtilo.

A influéncia do sistema de cultivo (organico e convencional) sobre a
composigao fendlica e atividade antioxidante foi analisada por Wang et al. (2008).
Os resultados deste trabalho mostraram que o mirtilo (Vaccinium corymbosum, cv.
Bluecrop) produzido em sistema organico apresenta concentracdo superior de
compostos fendlicos, antocianinas e atividade antioxidante do que aqueles
produzidos em sistema convencional. A avaliacdo dos compostos fendlicos
individuais mostrou uma maior concentracdo de miricetina-3-arabinosideo,
quercetina-3-glicosideo, delfinidina-3-galactosideo, delfinidina-3-glicosideo,
delfinidina-3-arabinosideo, petunidina-3-galactosideo, petunidina-3-glicosideo e

malvidina-3-arabinosideo para o mirtilo cultivado em sistema organico.
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Lohachoompol et al. (2008) identificaram e quantificaram antocianinas em
varias cultivares de mirtilo produzidas na Australia. Em todas as cultivares
avaliadas, observou-se um perfil qualitativo similar para as antocianinas, porém a
proporcao da cada antocianina individual foi dependente da cultivar. As cultivares
representantes da espécie Vaccinium ashei apresentaram um contelddo de
antocianinas totais significativamente superior ao da espécie Vaccinium

corymbosum.

As condicoes e o tempo de armazenamento dos extratos produzidos
também sdo fatores determinantes no conteudo fendlico total e na atividade
antioxidante medida. Srivastava et al. (2007) avaliaram o efeito da temperatura (-
20£1;5+£1;23+1;e 35+ 1 °C) e tempo de armazenamento (15, 30, 45 e 60
dias) sobre os compostos fendlicos totais e atividade antioxidante de extratos de
mirtilo. Nao houve perda significativa (p < 0,05) durante 30 dias de
armazenamento para compostos fendlicos totais, antocianinas e atividade
antioxidante a — 20 °C. Porém, houve perda significava (p < 0,05) de compostos
fendlicos e diminuicdo da atividade antioxidante quando armazenados em

temperaturas de 5, 23 e 35 °C.

4.4 Propriedades funcionais

Estudos epidemioldgicos e in vitro sugerem que o mirtilo (Vaccinium sp.)
pode ajudar a manter a saude e atuar como obstaculo aos efeitos do
envelhecimento, particularmente com respeito a neurodegeneragdo e defeitos
cognitivos. Ha ainda evidéncias de sua atuacdo na prevencdo de doencas
cardiovasculares e alguns tipos de cancer (SWEENEY et al., 2002; DUFFY et al.,
2008). Muitos dos efeitos benéficos parecem estar relacionados as propriedades
antioxidantes dos compostos fendlicos presentes na fruta (KALT e DUFOUR,
1997).

Duffy et al. (2008) realizaram um estudo com modelos animais e
verificaram que a suplementacao da dieta com 2 % de extrato de mirtilo por 8
semanas protegeu os ratos contra a neurodegeneracdo e defeitos cognitivos
mediados por excitotoxicidade e estresse oxidativo. Este trabalho trouxe
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evidéncias de que a suplementacdo com extrato de mirtilo pode ser utilizada para
prevenir ou tratar a doenca de Alzheimer, e possivelmente outras desordens
neurodegenerativas. A acdo do extrato como neuroprotetor parece estar
relacionada a mdultiplos mecanismos, sendo sugerido que o extrato atenua

processos degenerativos causados por estressores oxidativos ou inflamatérios.

Wolfe et al. (2008) avaliaram a atividade antioxidante de 25 tipos de frutas,
comumente consumidas nos EUA, e encontraram o mirtilo como uma das frutas
com maior atividade antioxidante em sistema de cultura de células. Também foi
observada uma alta correlacdo entre o conteudo fendlico total e a atividade
antioxidante celular, demonstrando que o primeiro pode ser usado como um
indicador da atividade antioxidante apresentada pela fruta. Os resultados deste
trabalho indicam o possivel efeito do extrato do mirtilo sobre a atenuagdo de

eventos oxidativos nas células, diminuindo assim o risco de cancer.

Ha trabalhos que sugerem outro mecanismo de acao para explicar a
diminuicdo do risco de cancer apresentada pelo mirtilo. Seeram et al. (2006)
verificaram a propriedade de extratos do mirtilo em inibir a proliferagdo de células
tumorais na cavidade oral, mama, coélon e prostata, sendo esta acdo dose-
dependente e com diferentes niveis de poténcia entre os tipos de células
avaliadas. Além disso, os extratos apresentaram acao de estimulacdo da apoptose
em culturas de células de cancer de célon. Em 2007, Boivin et al., avaliaram o
efeito de suco de mirtilo sobre a apoptose e sobre a interrupcéo do ciclo celular de
células humanas cancerigenas do estdmago, mama, préstata e intestino. Estes
autores verificaram uma grande capacidade do suco em inibir o crescimento
celular, principalmente para o suco derivado das cultivares do grupo “lowbush”. O
mecanismo de acdo parece estar relacionado a interrupgcéo do ciclo celular, mais

do que a apoptose caspase-dependente.

Em outro trabalho foram avaliadas fracdes de compostos fenélicos de trés
cultivares de mirtilo (Briteblue, Tifblue e Powderblue) quanto a sua acao
antiproliferativa e na indugéo da apoptose de células hepaticas cancerosas (Y| et
al., 2006). Observou-se um grande efeito inibitério da fracdo das antocianinas,
com 50 % de inibicdo do crescimento da populagdo de células cancerosas. A
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inducéo da apoptose foi avaliada pela fragmentacdo do DNA, sendo que a fragéao
das antocianinas resultou em um aumento de 2 — 4 vezes na apoptose comparado

ao controle.

A acao dos componentes fendlicos do mirtilo na reducdo de um dos
fatores de risco das doencas cardiovasculares foi demonstrado por Kalt et al.
(2008). Um experimento com suinos demonstrou que a suplementagdo com
extrato de mirtilo (Vaccinium corymbosum, cv. Jersey) reduziu os niveis de
colesterol total, LDL e HDL. A maior reducdo foi observada com mirtilo na
concentracdo de 2 %, sendo que o colesterol total, LDL e HDL reduziram, 11,7,

15,1 e 8,3 %, respectivamente
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RESUMO

O mirtilo (Vaccinium sp.) € considerado uma das frutas mais ricas em compostos
fendlicos, sendo a concentragdo destes afetada significativamente por fatores
genéticos (espécie e cultivar) e também pelas condicbes de cultivo (ambiente e
técnicas de cultivo). O objetivo deste trabalho foi avaliar a concentracdo de
compostos fendlicos totais, antocianinas monoméricas totais e a atividade
antioxidante in vitro das principais cultivares de mirtilo produzidas no Brasil. O
método Folin-Ciocalteau foi aplicado para quantificar os compostos fendlicos totais
e 0os métodos ABTS (4cido 2,2 -azino-bis(3-etilbenzotiazolina)-6-acido sulfénico),
DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila), FRAP (poder de redugdo do ferro) e B-
caroteno/acido linoléico para avaliar a atividade antioxidante. O teor de compostos
fendlicos totais encontrado variou de 274,48 a 694,60 mg de equivalente a acido
galico (EAG).100 g em peso fresco (PF). As cultivares Climax (Vaccinium ashei
Reade) e Bluecrop (Vaccinium corymbosum) apresentaram a maior e a menor
concentracdo de compostos fendlicos totais, respectivamente. A concentracéo de
antocianinas monomeéricas variou da cultivar Bluecrop até a Tifblue, com valores
de, respectivamente, 40,62 a 378,31 mg.100 g' PF. A atividade antioxidante
medida pelos métodos ABTS, DPPH e FRAP mostrou grande amplitude entre as
cultivares estudadas, com valores variando de, respectivamente, 1238,48 a
244596, 1014,24 a 2055,06 e 699,78 a 1740,25 pymol TEAC.100 g' PF. Foi
encontrada uma correlacdo moderada entre a atividade antioxidante e a
concentracdo de compostos fendlicos totais e antocianinas monoméricas totais.
Os resultados confirmam o mirtilo (Vaccinium sp.) como fonte de compostos
fendlicos com elevada atividade antioxidante. Demonstram ainda que existem
diferentes niveis de concentragdes de compostos fendlicos e atividade
antioxidante de acordo com a cultivar e o local de producao desta fruta.

Palavras-chave. Mirtilo, cultivares, atividade antioxidante.
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ABSTRACT

Blueberry (Vaccinium sp.) is considered one of the richest fruit in antioxidant
compounds, being the content of these compounds significantly influenced by type
of fruit (specie and cultivar) and grow conditions (environment and production
techniques). The aim of the present work was to evaluate the phenolic compounds
content, total monomeric anthocyanins content and the antioxidant potential of
blueberry cultivars grown in Brazil. Folin-Ciocalteau method was applied in order to
quantify  phenolic compounds and methods ABTS (2,2-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin)-6-sulfonic acid), DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), FRAP
(ferric reducing antioxidant power) and B-carotene/linoleic acid were applied in
order to evaluated antioxidant activity. Phenolic compounds content ranged from
274.48 to 694.60 mg as gallic acid equivalent (GAE).100 g in fresh weight (FW).
Cultivars Climax (Vaccinium ashei Reade) and Bluecrop (Vaccinium corymbosum)
presented the highest and lowest concentration of total phenolic compounds,
respectively. Monomeric anthocyanins content ranged from 40.62 to 378.31
mg.100 g' FW for Bluecrop and Tifblue respectively. Antioxidant activities
assessed by ABTS, DPPH and FRAP methods presented significant differences
among studied cultivars, ranging from 1238.48 to 2445.96, 1014.24 to 2055.06 and
699.780 to 1740.25 umol TEAC.100 g FW, respectively. There was a moderate
correlation between antioxidant activities measured and concentrations of
anthocyanins and phenolic compounds. Results confirm the blueberry as a source
of phenolic compounds with high antioxidant activity. Also show that there are
different levels of concentrations of phenolic compounds and antioxidant activity
according to the cultivar and location production.

Keywords. Blueberry, cultivars, antioxidant activity.

INTRODUCAO

Radicais livres e outras espécies reativas podem causar danos oxidativos
a biomoléculas quando as espécies oxidantes excedem as defesas antioxidantes
do organismo, resultando no estresse oxidativo. Este estd associado ao
envelhecimento, bem como ao desenvolvimento de patologias como cancer,
doencas cardiovasculares, desordens neurodegenerativas, diabetes e inflamacao
(DUFFY et al.,, 2007; MATEOS e BRAVO, 2007; LU e FINKEL, 2008). Em
contrapartida, evidéncias demonstram relagdo entre uma dieta rica em frutas e
vegetais e a diminuicdo de doengas cardiovasculares e certos tipos de cancer, o
que, por hipétese, é devido ao contetdo de antioxidantes (GERMAN e WALZEM,
2000; KAUR e KAPOOR, 2001; YANG el al., 2001; GARCIA-ALONSO et al.,
2004). Esta relacao tem estimulado pesquisas sobre a capacidade antioxidante de

frutas e vegetais.
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Dentre os compostos com propriedades antioxidantes encontrados em
frutas e vegetais, destacam-se os compostos fendlicos. Estes respondem pela
maior parte da atividade antioxidante apresentada por muitas plantas (DUTHIE e
CROZIER, 2000). Ocorrem naturalmente nas plantas como metabdlitos
secundarios, estando presentes em frutas, vegetais, folhas, nozes, sementes e
flores. Sdo parte integrante da dieta humana e também sdo colocados
intencionalmente em algumas preparacées de medicamentos (WU et al., 2004).
As pequenas frutas, conhecidas como “berries”, sdo muito ricas em compostos
fendlicos e apresentam atividade antioxidante elevada (SEERAM, 2008; WOLFE
et al., 2008), sendo interessantes como ingredientes para uso em sucos, geléias,
sorvetes e coberturas de bolos, além de serem usadas com sucesso ho
desenvolvimento de alimentos funcionais com objetivo de promover a saude
(POTTER et al., 2007). Dentre as “berries”, destaca-se o mirtilo (Vaccinium sp.),
que é representado por varias espécies e cultivares, sendo que algumas
apresentam atividade antioxidante significativamente superior a outras (PRIOR et
al., 1998; MOYER et al., 2002).

A produgédo de mirtilo estd concentrada principalmente nos EUA e Canada,
sendo o primeiro responsavel por 66 % e o segundo por 33 % da producao
mundial (STRIK, 2005). Enquanto isso, o Brasil € um produtor recente de mirtilo,
com uma pequena producao concentrada nas regides Sul e Sudeste do pais, nos
municipios de Vacaria e Caxias do Sul (Rio Grande do Sul, RS), Barbacena
(Minas Gerais, MG) e Campos do Jorddao (Sao Paulo, SP) (SANTOS, 2004).
Considerando a escassez de informacdes sobre o contetdo fendlico e a atividade
antioxidante do mirtilo produzido no pais, este trabalho foi desenvolvido com o
objetivo de avaliar a concentracdo de compostos fendlicos, antocianinas
monoméricas totais e a atividade antioxidante in vitro das principais cultivares de

mirtilo (Vaccinium sp.) produzidas no Brasil.

MATERIAL E METODOS

Reagentes
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2,2 -azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS), 2,2-difenil-1-
picrilhidrazila (DPPH"), B-caroteno, acido linoléico, BHT (2,6-di-tert-butil-4-metil
fenol), Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-4cido carboxilico) e acido
galico foram adquiridos da Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, Alemanha). O
reagente Folin-Ciocalteu, 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) e monopalmitato de
polioxietilenosorbitana (Tween 40) foram adquiridos da Fluka Chemie AG (Buchs,
Suica). Metanol, cloroférmio, cloreto férrico, carbonato de soédio, acetona, acido
cloridrico, hidréxido de sédio e persulfato de potassio (K>S2Og) foram adquiridos
da Vetec (Sao Paulo, Brasil).

Amostragem

As amostras de mirtilo foram coletadas diretamente nos produtores (safra
2008) no Estado do Rio Grande do Sul — RS (Regidao Sul), nos municipios de
Pelotas, Caxias do Sul e Vacaria; Estado de Sdo Paulo — SP (Regidao Sudeste),
municipio de Campos do Jordao; Estado de Minas Gerais — MG (Regidao Sudeste),
municipio de Barbacena. No trabalho foram utilizadas as cultivares: Bluecrop
(Vaccinium corymbosum); Delite, Woodard, Climax, Bluegem, Flérida M,
Powderblue, Briteblue, Bluebelle, Tifblue (Vaccinium ashei Reade). A coleta das
amostras foi efetuada de modo aleatério, resultando em 3 (trés) amostras de 500 g
de cada cultivar. As amostras foram transportadas para o laboratério a 5,0 £ 1,0
°C, onde foram separadas em embalagens plasticas em porcoes de 100 g. Estas
embalagens foram desoxigenadas com fluxo de nitrogénio por 5 min, sendo entao
congeladas e armazenadas a - 18,0 + 0,5 °C até o momento das analises.
Cuidado especial foi tomado na selecao das frutas para evitar aquelas com danos,

nao-maduras ou muito maduras.
Métodos
Preparo dos extratos
Amostra de mirtilo triturado (2,000 g) foi extraida com 60 mL de metanol

em equipamento de ultra-som USC-1400 (Unique) por 15 minutos. O extrato foi

centrifugado a 2000 g por 10 minutos e o sobrenadante foi armazenado em frasco
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ambar. Este extrato foi usado na determinagdo de compostos fenélicos totais (FT)
e para as andlises de atividade antioxidante (AA).

Amostra de mirtilo triturado (1,500 g) foi extraida com 15 mL de metanol
acidificado (0,1 % HCI) em equipamento de ultra-som USC-1400 (Unique) por 30
minutos. O extrato foi centrifugado a 2000 g por 10 minutos e o sobrenadante

usado para avaliagao do teor de antocianinas monoméricas totais (AMT).
Determinacao de compostos fendlicos totais (FT)

O teor de FT foi determinado espectrofotometricamente (Hewlett-Packard
8452A) usando o reagente Folin-Ciocalteau, com a leitura da absorbancia a 765
nm (SINGLETON e ROSSI, 1965). Neste método a mistura dos acidos
fosfowolframico e fosfomolibdico se reduz, em meio basico, ao oxidar os
compostos fendlicos, originando os o6xidos azuis de wolframio (WgO23) e
molibdeno (MogO23) (KUSKOSKI et al., 2006). A quantificacdo foi feita a partir de
uma curva de analitica (R?= 0,9983) com acido gélico nas concentracdes de 50,
100, 150, 250 e 500 mg.L™". Os resultados foram expressos em mg de equivalente
a acido galico (EAG).100 g"' em peso fresco (PF) .

Determinacao de antocianinas monomeéricas totais (AMT)

A estimativa do conteddo de AMT foi feita espectrofotometricamente
(Hewlett-Packard 8452A) de acordo com o método de diferenca de pH (GIUSTI e
WROLSTAD, 2001). A absorbancia dos extratos diluidos foi medida no
comprimento de onda de maxima absor¢do e a 700 nm, sendo feito um branco
com agua desionizada. Os resultados, em PF, foram expressos como
concentragdo de pigmentos monoméricos em mg.100 g’ de equivalente a
cianidina-3-glicosideo (¢ = 26900, PM = 449.2), de acordo com as seguintes

equacoes:

A = (Amax. — A700 nm)pH1.0 = (Amax. — A700 nm)pH4.5 (Equagéo 1)
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- oo L A AxMM xFdx1000 .
Antocianinas em cianidina-3-glicosideo (mg.100g') = 7 (Equagao 2)
EX

Onde:

A = absorbancia

MM = massa molar da antocianina majoritaria (449,2)
Fd = fator de diluicdo

€ = absortividade molar (26900)

Atividade antioxidante (AA) - Método ABTS

O método ABTS foi realizado conforme descrito por Re et al. (1999). A
absorbancia foi medida a 734 nm (Hewlett-Packard 8452A) no tempo inicial e apés
7 min da adicdo de cada extrato. A atividade antioxidante do mirtilo, em PF, foi

calculada em umol.100 g de TEAC (atividade antioxidante equivalente ao Trolox).
Atividade antioxidante (AA) - Método DPPH’

O método DPPH?* foi aplicado com modificacdes descritas por Kim et al.
(2002). Avaliou-se a reducdo da absorbancia do radical DPPH® 100 uM (2,9 mL)
dissolvido em solucdo aquosa de metanol a 80 %. A leitura foi realizada no
comprimento de onda de 515 nm (Hewlett-Packard 8452A) no tempo inicial e apds
30 min da adicdo de cada extrato. A atividade antioxidante do mirtilo, em PF, foi
calculada em umol.100 g' de TEAC.

Atividade antioxidante (AA) - Método FRAP

Descrito por Benzie e Strain (1996), com modificacdes de Arnous et al.
(2002), o método FRAP mede a habilidade de antioxidantes reduzirem o complexo
férrico Fe*® — 2,4,6-tripiridil-s-triazina [(Fe*® — (TPTZ)2]"® para um complexo ferroso
[(Fe*? — (TPTZ),]*? intensamente azul em meio acido. A absorbancia foi medida no
comprimento de onda de 620 nm (Hewlett-Packard 8452A). O valor do poder
redutor, em PF, foi expresso em umol.100 g de TEAC.
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Poder de inibicao da oxidacao - Método de co-oxidacao do B-caroteno/acido

linoléico

O poder de inibicado da oxidacdo foi avaliado pelo método de
descoramento do sistema B-caroteno/acido linoléico descrito por Marco (1968) e
modificado por Miller (1971). Para o preparo da mistura reativa uma aliquota de 20
uL da solugdo de B-caroteno (20 mg.mL™" em cloroférmio) foi colocada em um
frasco erlenmeyer de 250 mL com 40 pL de acido linoléico, 1 mL de cloroférmio e
20 mg de Tween 40. Apés homogeneizacao, o cloroférmio foi completamente
evaporado sob nitrogénio. Adicionou-se dgua desionizada (previamente oxigenada
durante 30 min) até a formacao de uma emulsao limpida e com absorbéancia entre
0,6 e 0,7 a 470 nm. Aliquotas de 60 pL dos extratos e do antioxidante sintético
BHT (100 mg.L™") foram adicionadas a 3 mL da emulsdo em cubetas de vidro (10
mm de percurso Optico). Apos a leitura inicial em espectrofotdmetro (Hewlett-
Packard 8452A), a absorbancia foi monitorada a cada 15 min, durante 120 min de
reacdo, sendo as cubetas mantidas em banho-maria a 50 °C para acelerar o
processo de oxidacdo. A reducao da absorbancia foi comparada ao controle (sem
antioxidante) e a AA foi calculada em termos de percentual de inibi¢édo, relativo ao

controle, de acordo com a seguinte equagao:

C o A7 - Af ~
% inibigdo = 100 — x 100 (Equagao 3)
C.-C f
Onde:

A, = absorbancia inicial da solugdo de extrato

As = absorbancia final da solugéao de extrato

C; = absorbancia inicial da solugéo controle

C; = absorbancia final da solugéo controle

Analise Estatistica

As analises descritivas, regressao linear (R?), correlagao linear (R), analise
de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey foram executados no software Statistica®
(2004), versao 7.0. Os dados sao apresentados como média + desvio-padrdo. As

médias sao representantes da analise de trés amostras (n= 3) de cada cultivar,
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sendo todos os métodos analiticos executados em triplicata. Diferengas a p < 0,05

foram consideradas significativas.
RESULTADOS E DISCUSSAO
Compostos fenolicos totais (FT) e Antocianinas monoméricas totais (AMT)

A Tabela 1 apresenta a concentracdo de FT das cultivares de mirtilo
estudadas. A concentracdo de compostos fendlicos variou de 274,48 até 694,60
mg EAG.100 g' PF. A cultivar Climax, proveniente de Barbacena (MG),
apresentou a maior concentracdo de FT. Sellappan, Akoh e Krewer (2002)
estudando diferentes cultivares de mirtilo do Estado da Geérgia (EUA)
encontraram uma concentragcdo maxima de FT, 34 % superior a nossa com 929,62
mg.100 g”' PF, encontrada na cv. Brightblue. Estes mesmos autores encontraram
uma concentracdo minima de 261,95 mg.100 g PF, valor préximo ao encontrado
por nds para a cv. Bluecrop, com 274,48 mg.100 g' PF. Esta concentracdo é
supetrior a encontrada por Prior et al. (1998), de 189,80 mg.100 g PF para a cv.
Bluecrop produzida na Carolina do Norte (EUA), e ao mesmo tempo inferior ao
encontrado por Kalt et al. (1999) de 386,17 mg.100 g PF e Giovanelli e Buratti
(2009) de 299,00 mg.100 g' PF, avaliando esta mesma cultivar produzida no
Canada e na ltalia, respectivamente.

As amostras das cvs. Powderblue, Climax, Bluebelle e Bluegem coletadas
em diferentes locais de produgdo do Brasil (Tabela 1) apresentaram diferenca
significativa (p < 0,05) em relacdo a concentracdo de FT. Estes resultados
confirmam o efeito do local de producédo sobre a concentracdo de compostos
fendlicos. Similarmente, Connor, Luby e Tong (2002) verificaram influéncia
significativa (p < 0,05), em duas safras, do local de cultivo sobre o conteudo de FT
presente em 16 cultivares de mirtilo.

Observa-se na Tabela 1 que, em geral, as cultivares representantes da
espécie Vaccinium ashei Reade apresentaram maior rigueza em compostos
fendlicos que a cv. Bluecrop, Unica representante da espécie Vaccinium

corymbosum avaliada. Esta maior riqueza em compostos fendlicos também foi
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observada em outros trabalhos que avaliaram cultivares representantes destas
duas espécies (PRIOR et al., 1998; MOYER et al., 2002).

Tabela 1. Compostos fendlicos totais (FT), antocianinas monomeéricas totais (AMT) e relagao
AMT/FT de cultivares de mirtilo (Vaccinium sp.) produzidas no Brasil

CULTIVAR T AMT

(mg.100 g")* (mg.100 g™")** AMT/FT

Vaccinium corymbosum L.
Bluecrop ° 274,48 + 15,83 © 40,62 +3,17 ¢ 0,15

Vaccinium ashei Reade
Delite © 418,67 +5,63° 231,47 +5,92°€ 0,55
Powderblue 2 675,57 + 10,25 * 24548 +19,71 ° 0,36
Bluegem 2 336,57 +1,92F 265,99 + 23,95 ° 0,79
Climax 2 288,03+ 8,10 © 240,50 + 37,51 © 0,83
Florida M 2 332,96 +24,67 278,76 + 19,92 ® 0,84
Woodard 2 378,55 +26,91 F 254,89 + 18,39 B 0,67
Bluebelle ® 339,39 + 18,28 © 238,85 + 15,56 © 0,70
Powderblue © 436,69 +13,91° 220,29 + 18,19 ° 0,50
Briteblue © 482,64 + 14,36 © 258,17 + 30,38 © 0,53
Florida M © 340,41 +6,98 69,97 +4,82°F 0,21
Bluebelle ° 557,33 + 18,58 & 162,85 + 14,56 © 0,29
Bluegem °© 542,45 + 21,36 8 186,66 +9,61 © 0,34
Climax © 694,60 + 47,39 " 234,08 + 19,69 © 0,34
Tifolue © 450,62 + 6,63 ° 378,31 + 16,23 " 0,84
Média + DP 448,18 + 128,63 233,31 + 67,63 0,56

Valores em peso fresco (PF) de mirtilo expressos como média + desvio-padréo (n = 3).

* Fenolicos totais expressos em equivalente a acido galico.

** Antocianinas totais expressas em equivalente a cianidina-3-glicosideo.

AT/FT*** = antocianinas/fendlicos totais.

2 Caxias do Sul (RS), ° Vacaria (RS), ® Pelotas (RS), ¢ Campos do Jordao (SP), ° Barbacena (MG).
Valores seguidos de letras diferentes, na mesma coluna, indicam diferenca significativa (p < 0,05)

O conteudo de AMT das cultivares de mirtilo € demonstrado na Tabela 1.
A concentracdo variou de 40,62 a 378,31 mg.100 g' PF encontrada nas cvs.
Bluecrop e Tifblue, respectivamente. Com excecao das cvs. Flérida M (Pelotas,
RS) e Bluecrop que apresentaram concentracao muito inferior e da cv. Tifblue que
apresentou uma concentragdo muito superior as demais cultivares, ndo ha grande

variabilidade no conteldo de AMT entre as cultivares estudadas. Os valores
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encontrados de AMT para o mirtilo (Vaccinium sp.) produzido no Brasil sdo
superiores aos apresentados por Sellappan et al. (2002) para cultivares de mirtilo
(Vaccinium corymbosum e Vaccinium ashei Reade) e amora (Rubus L.)
produzidas na Georgia (EUA).

As cvs. Flérida M, Bluegem, Powderblue e Bluebelle, cultivadas em
diferentes locais, apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) para a
concentragdo de AMT. Destaca-se a cv. Flérida M proveniente de Caxias do Sul
(RS) que apresentou uma concentracdo aproximadamente 4 vezes superior

aquela apresentada pela mesma cultivar produzida em Pelotas (RS).

Na Tabela 1 é mostrada a relacdo AMT/FT como uma estimativa da
representatividade das AMT em relagdo a concentracdo de FT presentes na fruta.
Conforme pode ser observado, em média, as antocianinas representaram 56 %
dos FT presentes nas cultivares da espécie Vaccinium ashei Reade avaliadas.
Dessa forma, nossos dados confirmam os resultados obtidos por outros autores
(MOYER et al., 2002; TARUSCIO et al., 2004; GIOVANELLI e BURATTI, 2009),
gue demonstram as antocianinas como responsaveis por uma grande proporcao
dos compostos fendlicos presentes no mirtilo. Estes flavondides sdo responsaveis
por grande parte da AA apresentada pelo do mirtilo, conforme foi demonstrado por
Zheng e Wang (2003) onde as antocianinas presentes representaram 55,4 % dos
FT e contribuiram com 56,3 % da atividade antioxidante apresentada pela fruta.

O mirtilo (Vaccinium sp.) produzido no Brasil, apesar das diferengas
observadas entre as cultivares, é rico em compostos fendlicos. Esta constatacao
por ser confirmada pela maior concentragdo de FT comparada a outras frutas
como a maga, abacate, ameixa, framboesa, morango, banana, amora, uva, cereja,
manga, limao, laranja, nectarina, péssego, péra e abacaxi (WU et al., 2004;
WOLFE et al., 2008).

Atividade antioxidante (AA) — Métodos ABTS, DPPH e FRAP

A Tabela 2 apresenta os resultados da avaliacdo da AA das cultivares de
mirtilo através dos métodos ABTS, DPPH e FRAP. Estes métodos apresentaram
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alta correlacdo positiva (p < 0,05) entre si, sendo ABTS/FRAP (R= 0,94),
DPPH/FRAP (R= 0,86) e ABTS/DPPH (R= 0,92). Isto significa que os métodos
analiticos empregados apresentaram resposta muito similar e podem ser usados
sem distingdo para quantificar a AA desta fruta.

Tabela 2. Atividade Antioxidante (ABTS, DPPH e FRAP) de cultivares de mirtilo (Vaccinium sp.)

produzidas no Brasil

ABTS' DPPH ' FRAP '
CULTIVAR p p p
(umol.100 g) (umol.100 g™) (umol.100 g™)
Vaccinium corymbosum L.
Bluecrop ° 1253,90 + 87,55 © 124413 + 12,49 F 699,78 + 16,47 ©

Delite ¢

Powderblue 2

Vaccinium ashei Reade

1931,90 + 60,30 ©
1929,20 + 150,15 €

1756,11 + 60,118
1907,97 + 154,77

1194,15 + 30,67 °
1318,41 +2,16

Bluegem 2 1571,69 + 35,10 1473,58 + 31,71 ° 1044,20 + 37,62 °
Climax ? 1419,66 + 27,70 © 1227,88 + 15,53 F 868,36 + 10,09 £

Florida M @ 1420,42 + 84,637 1348,76 + 144,05 ¢ 1126,72 + 82,68 °
Woodard 2 1975,60 + 109,73 © 1653,50 + 94,22 C 1285,94 + 42,93 C
Bluebelle ® 1678,12 + 94,27° 1478,40 + 128,47 ° 1271,48 + 106,67 ©

Powderblue °

2293,20 + 150,46 *°

1935,84 + 47,91 A

1530,77 + 149,59 &

Briteblue ° 2185,00 +97,93%  2055,06 + 134,12 " 1429,67 + 42,61 ®
Florida M ° 1238,50 + 48,45 © 1014,20 + 81,56 © 732,79 + 40,63

Bluebelle ° 2438,90 + 133,90 "  1983,00+121,40" 154464 + 126,38 °
Bluegem ° 244596 + 227,75 " 1873,19 +55,8° 1740,25 + 161,66 *
Climax ® 1951,61 +22,11 € 1917,02 + 61,91 1262,03 + 22,20 ©
Tifblue © 2028,80+ 128,01 ¢  1727,95+69,12° 1163,95 + 35,62 °
Média + DP 1893,47 + 382,89 1668,03 + 315,12 1250,95 * 266,90

Valores em peso fresco (PF) de mirtilo expressos como média + desvio-padrédo (n = 3).
! Expresso em ymol.100 g'1 de TEAC (Atividade antioxidante equivalente ao Trolox).

2 Caxias do Sul, ° Vacaria, ¢ Pelotas, ® Campos do Jordao, ° Barbacena.
Valores seguidos de letras diferentes, na mesma coluna, indicam diferenca significativa (p < 0,05)

Foi encontrada uma correlacdo moderada (p < 0,05) entre a AA medida
pelos métodos ABTS, DPPH e FRAP e a concentracdo de FT e AMT nas
cultivares estudadas (Figura 1). Esta correlacdo moderada pode ser resultado da
presenga de compostos que apresentam AA, mas que nao sdao compostos

fendlicos ou a presenca de compostos fenolicos com maior eficiéncia que outros
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(LIEN et al., 1999; NATELLA et al., 1999; GIOVANELLI e BURATTI, 2009). Além
disso, pode ser resultado de efeitos antag6nicos ou sinérgicos entre os compostos
fendlicos presentes na matriz. Assim, a concentracdo de FT isoladamente nao
permite uma indicacao precisa da AA do mirtilo. Similarmente, Srivastava et al.
(2007) encontraram uma correlagdo moderada entre a concentracdo de FT e AMT
e a AA apresentada pelo mirtilo. Ao mesmo tempo, estes dados ndao concordam
com os trabalhos de Prior et al. (1998), Kalt et al. (1999), Moyer et al. (2002),
Taruscio et al. (2004) e Giovanelli e Buratti (2009) que encontraram uma alta
correlacdo positiva entre FT e AMT e a AA apresentada pelo mirtilo.

A AA medida pela aplicagdo do método ABTS mostrou grande amplitude
entre as cultivares de mirtilo estudadas, com variacdo de, respectivamente,
1238,48 a 2445,96 ymol TEAC.100 g PF, apresentada para as cvs. Flérida M e
Bluebelle, ambas de Pelotas (RS). Sellappan et al. (2002), avaliando a AA pelo
mesmo método analitico, encontraram uma amplitude ainda maior, com os valores
variando de 811 a 3829 pymol TEAC.100 g"' PF de mirtilo. Esta grande amplitude
também foi observada por Prior et al. (1998) e Moyer et al. (2002) avaliando a AA
pelo método ORAC. A AA medida pelo método ABTS para as cvs. Powderblue,
Climax, Bluegem, Flérida M e Bluebelle, produzidas em dois locais diferentes,
apresentou diferenca significativa (p < 0,05). Portanto, assim como para o teor de
FT, as diferengas observadas nestes valores confirmam o efeito do local de
producédo sobre a AA e estdo de acordo com aqueles apresentados por Connor,
Luby e Tong (2002) onde foram avaliadas 16 cultivares de mirtilo e encontradas
diferencas entre a AA de amostras produzidas em trés regides dos EUA
(Michigam, Minesota e Oregon).
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Figura 1. Relacado entre a concentracao de fendlicos totais e de antocianinas monomeéricas totais e
a atividade antioxidante (ABTS, DPPH e FRAP) em cultivares de mirtilo (Vaccinium sp.) produzidas
no Brasil.
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A avaliacdo da AA pelo método DPPH e FRAP também apresentou
grande amplitude entre as cultivares estudadas, com valores variando de 1014,20
a 2055,06 e 699,78 a 1740,25 ymol TEAC.100 g PF, respectivamente. As cvs.
Briteblue, Powderblue, Climax e Bluebelle (Pelotas, RS) e Climax (Barbacena,
MG) apresentaram os maiores valores de AA pelo método DPPH, sendo que eles
nao diferiram significativamente (p > 0,05) entre si. Pelo método FRAP a cv.
Bluegem (Pelotas, RS) apresentou isoladamente a maior AA. Assim como no
método ABTS, algumas cultivares produzidas em locais diferentes do Brasil
apresentaram diferencga significativa (p < 0,05).

Conforme pode ser observado na Tabela 2, da mesma forma que para FT
e AMT, as cultivares representantes da espécie Vaccinium ashei Reade
apresentaram, em geral, AA superior aquela representante da espécie Vaccinium
corymbosum, a cv. Bluecrop. Moyer et al. (2002), avaliando a cultivar Bluegem
como Unica representante da espécie Vaccinium ashei Reade, encontraram
valores de AA aproximadamente duas vezes superior ao encontrado em amostras
(n = 7) da espécie Vaccinium corymbosum. Ja Prior et al. (1998) encontraram AA
equivalente para cultivares representantes destas duas espécies.

Em geral, os valores de AA deste trabalho sdo similares aos apresentados
por outros autores para cultivares e espécies de mirtilo (Vaccinium sp.) produzidas
na Espanha (GARCIA-ALONSO et al., 2004), e ligeiramente inferiores aqueles da
Italia (GIOVANELLI e BURATTI, 2009) e EUA (MOYER et al., 2002; SELLAPPAN,
AKOH e KREWER, 2002; TARUSCIO et al., 2004). Nao é surpresa que a AA do
mirtilo tenha demonstrado superioridade em relacdo a outras frutas (GARCIA-
ALONSO et al., 2004), considerando a elevada AA relatada anteriormente por

alguns autores.
Atividade antioxidante (AA) — Sistema B-caroteno/acido linoléico

Na Figura 2 é apresentada a AA das cultivares de mirtilo no método B-
caroteno/acido linoléico. Todas as cultivares apresentaram AA muito inferior a
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apresentada pelo BHT, usado como controle positivo. A cv. Bluecrop,
representante da espécie Vaccinium corymbosum, apresentou a maior AA neste
sistema emulsionado, com o valor de 19,49 % de inibicdo da oxidagdo. Em
seguida aparecem as cultivares Flérida M e Bluebelle, ambas de Pelotas (RS),
com os valores 18,32 e 18,96 % de inibicdo da oxidacao, respectivamente. Estas
duas cultivares ndo apresentam diferenga significativa entre si (p > 0,05). Os
valores de AA sao similares aos encontrados por Melo et al. (2008) para o
abacaxi, caju, laranja cravo, laranja péra, mamao formosa, mamao Havai, manga,
melancia e meldo, e inferiores aos da goiaba e pinha. Neste mesmo trabalho, as
frutas foram classificadas como de atividade antioxidante moderada e fraca
quando apresentavam inibicAdo da oxidacdo superior ou inferior a 50 %,
respectivamente. Considerando este critério, todas as cultivares de mirtilo
apresentam baixa atividade antioxidante neste sistema emulsionado, assim como

a maioria das frutas acima citadas.

A AA apresentada pelos extratos de mirtilo no método B-caroteno/acido
linoléico foi bastante diferente daquela medida pelos métodos ABTS, DPPH e
FRAP. Nestes trés métodos a cv. Bluecrop apresentou-se como uma das
cultivares com menor AA, sendo, entretanto, aquela que apresentou a maior
capacidade de inibir a oxidacdo no método [(-caroteno/acido linoléico.
Similarmente, Melo et al. (2008) observaram que as frutas que apresentavam uma
elevada AA no método DPPH apresentavam as menores AAs pelo método do B-
caroteno/acido linoléico. Uma possivel explicacdo para estas diferencas é o fato
dos métodos ABTS, DPPH e FRAP nao sofrerem a influéncia de substancias pré-
oxidantes, diferentemente do método [-caroteno/acido linoléico (DUARTE-
ALMEIDA et al., 2006). Estas diferencas na resposta dos métodos evidenciam a
relevancia da aplicacdo de mais de um método analitico, com principios
diferentes, quando ha o objetivo de avaliar a AA de uma matriz alimentar ou

mesmo de um composto puro.
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As diferencas tanto na AA como na concentracdo de FT e AMT
encontradas em nosso trabalho, e aquelas de outros autores, podem ser
atribuidas ndo somente a diferencas de cultivar e local de producao, mas também
a diferencas no método de extracdo (solvente e tempo) e até a diferentes
metodologias aplicadas para avaliacao de FT, AMT e AA do mirtilo.
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Figura 2. Capacidade de inibicdo da oxidacdo (%) de cultivares de mirtilo (Vaccinium sp.)
produzidas no Brasil no método B-caroteno/acido linoléico. Os valores estdo expressos como
média * desvio-padrao.

CONCLUSAO

Os resultados confirmam o mirtilo (Vaccinium sp.) produzido no Brasil
como fonte de compostos fendlicos com elevada atividade antioxidante.
Demonstram ainda que existem diferentes niveis de concentracées de compostos
fendlicos e atividade antioxidante de acordo com a cultivar e o local de producéao

do mirtilo.
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RESUMO

A composicao dos 4cidos fendlicos e flavondides ndo-antocianicos foi determinada
em 10 cultivares de mirtilo (Vaccinium sp.) produzidas no Brasil. As amostras
foram submetidas a processo de extracdo e hidrélise, sendo a identificacdo e
quantificacdo dos compostos conduzida por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE). Foram encontrados 7 compostos fendlicos (5 acidos fendlicos e
2 flavondides nao-antocianicos). Os acidos protocatecuico e clorogénico foram
encontrados como compostos fendlicos majoritarios em concentragdes variando
de, respectivamente, 39,62 a 110,86 e 18,18 a 33,16 mg.100 g em peso fresco
(PF). Os resultados evidenciaram que as cultivares de mirtilo produzidas no Brasil
apresentam perfil qualitativo similar de &cidos fendlicos e flavonoides néao-
antocianicos, porém possuem diferentes niveis de concentragdo destes
compostos.

Palavras chave. Mirtilo, cultivares, acidos fendlicos, flavonéides nao-antocianicos.

ABSTRACT

The composition of phenolic acids and non-anthocyanic flavonoids in 10 cultivars
of blueberry (Vaccinium sp.) grown in Brazil was determined. Samples were
analyzed after extraction and hydrolysis process, with the identification and
quantification carried out by high-performance liquid chromatrography (HPLC).
Protocatechuic and chlorogenic acids were found as major phenolic compounds,
with concentrations ranging from, respectively, 39.62 to 110.86 and 18.18 to 33.16
mg.100 g™ in fresh weight (FW). Results showed that blueberry cultivars grown in
Brazil present similar phenolic acids and non-anthocyanic flavonoids qualitative
profile, presenting, however, different concentration levels of these compounds in
their composition.

Keywords. blueberry, cultivars, phenolic acids, non-anthocyanic flavonoids.
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INTRODUCAO

Diversos estudos epidemiolégicos e em laboratério mostram a relagcéao
inversa entre uma dieta rica em frutas e vegetais e o risco de doencas
cardiovasculares, cognitivas e certos tipos de cancer (GOODWIN e BRODWICK,
1995; YANG et al., 2001; KAUR e KAPOOR, 2001; GARCIA-ALONSO et al., 2004;
VECCHIA, 2004; DAI et al. 2006; TRICHOPOULOU et al., 2008; NO THLINGS et
al., 2008). O principal beneficio desta dieta parece ser o aumento do consumo de
compostos antioxidantes, dos quais os compostos fendlicos parecem ser 0s
principais (AMES, SHIGENA e HAGEN, 1993; WANG, CAO e PRIOR, 1996). A
acao destes compostos esta relacionada a atenuacao de eventos oxidativos e a
inibicdo ou ativagcdo de sistemas enzimaticos que podem contribuir para o
desenvolvimento dessas doencas (HALLIWELL et al., 1995; PIETTA, 2000;
SEERAM e NAIR, 2002).

O mirtilo (Vaccinium sp.) é uma pequena fruta origindria da Europa e
América do Norte. Apresenta elevada concentracdo de compostos fendlicos e
atividade antioxidante, verificada em varios trabalhos e por diferentes
metodologias (KALT et al., 1999; MOYER et al., 2002; SELLAPPAN, AKOH e
KREWER, 2002; GARCIA-ALONSO et al., 2004; WU et al., 2004). Acidos fenélicos
e flavondides sdao os compostos fendlicos majoritarios presentes nesta fruta
(HAKKINEN et al., 1999; ZHENG e WANG, 2003; GIOVANELLI e BURATTI,
2009).

A presenca de um grande numero de &cidos fendlicos no mirtilo ja foi
relatada na literatura (TARUSCIO et al., 2004; ZADERNOWSKI, NACZK e
NESTEROWICZ, 2005). Estes compostos caracterizam-se por um anel benzénico,
um grupamento carboxilico, € um ou mais grupamentos hidroxila e/ou metoxila na
molécula (NATELLA et al., 1999). Podem ser classificados como derivados do
acido benzédico ou do &cido cinamico. A sua atividade antioxidante depende do
namero e posicao de grupos hidroxila em relacdo ao grupo funcional carboxila. A
atividade antioxidante dos acidos fenélicos aumenta com o aumento do grau de
hidroxilagcdo, como é o caso do trihidroxilado acido galico, que apresenta elevada
atividade antioxidante. Em contrapartida, a substituigdo dos grupos hidroxila nas
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posicdes 3 e 5 por grupos metoxila, como no caso do &cido siringico, reduz a
atividade. Os acidos cinamicos apresentam maior atividade antioxidante que os
acidos benzéicos correspondentes. Isso pode ser explicado pelo grupo CH=CH-
COOH, o qual garante maior habilidade de doar ions H* e estabilizar radicais que
o grupo COOH (BALASUNDRAM, SUNDRAM e SAMMAN, 2006).

Os flavonéides constituem um enorme grupo de fendlicos de plantas,
representando mais da metade dos compostos fendlicos que ocorrem
naturalmente (BALASUNDRAM, SUNDRAM e SAMMAN, 2006). Diversos
flavondides foram encontrados no mirtilo, sendo os principais a catequina, a
quercetina, miricetina e kaempferol (SELLAPPAN, AKOH e KREWER, 2002;
GARCIA-ALONSO et al., 2004). Caracterizam-se estruturalmente por um
esqueleto carbbnico Cg-C3-Cg, N0 qual os trés carbonos entre os grupos fenil sao
ciclizados com oxigénio. Flavanoéis, flavonois e antocianinas fazem parte deste
grupo. Todos estes compostos apresentam elevada atividade antioxidante, que
depende principalmente do nimero e posicao dos grupos hidroxila presentes em
sua estrutura (RICE-EVANS, MILLER e PAGANGA, 1996).

A composicao e o conteudo de compostos fendlicos do mirtilo (Vaccinium
sp.) sao influenciados por fatores como a espécie, a cultivar, a época de
crescimento, as condicoes ambientais, o tipo de solo e localizacdo geografica de
producao (SELLAPPAN, AKOH e KREWER, 2002; CONNOR, LUBY e TONG,
2002; MOYER et al., 2002). Isto justifica os varios trabalhos que avaliam a
composigcao fendlica desta fruta em diferentes paises ou regides de um mesmo

pais.

O Brasil € um produtor ainda recente de mirtilo, sendo que sua producao
estd concentrada na regido Sul e Sudeste, totalizando uma area de
aproximadamente 35 ha. Considerando que estas regides produtoras apresentam
caracteristicas edafoclimaticas préprias e que nao ha trabalhos na literatura sobre
o mirtilo produzido no pais, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de
elucidar o perfil qualitativo e quantitativo de acidos fendlicos e flavonoides nao-
antocianicos presentes em 10 cultivares de mirtilo produzidas no Brasil.
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MATERIAL E METODOS
Padroes e solventes

Os padrbes de acidos fendlicos (acidos galico, acido p-hidroxibenzéico,
acido caféico, acido ferulico, acido elagico, acido clorogénico, acido siringico,
acido protocatecuico e acido vanilico) e os flavonéides ((+)-catequina e quercetina)
foram adquirados da Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, Alemanha) e Fluka
Chemie AG (Buchs, Suiga). Metanol gradiente Lichrosolv para CLAE e &cido
férmico (98-100 %) PA foram adquiridos da Merck (Darmstad, Alemanha). A 4gua
utilizada foi obtida de um sistema de purificacdo Milli-Q® com resistividade de 18
MQ cm™ (Millipore, Bedford, EUA).

Amostragem

As amostras de mirtilo foram coletadas diretamente nos produtores (safra
2008) no Estado do Rio Grande do Sul — RS (Regidao Sul), nos municipios de
Pelotas, Caxias do Sul e Vacaria; Estado de Sdo Paulo — SP (Regido Sudeste),
municipio de Campos do Jordao; Estado de Minas Gerais — MG (Regido Sudeste),
municipio de Barbacena. Foram utilizadas no trabalho as cultivares: Bluecrop
(Vaccinium corymbosum); Delite, Woodard, Climax, Bluegem, Flérida M,
Powderblue, Briteblue, Bluebelle, Tifblue (Vaccinium ashei Reade). A coleta das
amostras foi efetuada de modo aleatério, resultando em 3 (irés) amostras de
aproximadamente 500 g de cada cultivar. Para as cvs. Climax, Bluegem, Flérida
M, Powderblue e Bluebelle foram coletadas amostras provenientes de dois locais
diferentes de producao. As amostras foram transportadas para o laboratério a 5,0
+ 1,0 °C, onde foram separadas em embalagens plasticas em porcoes de
aproximadamente 100 g. Estas embalagens foram desoxigenadas com fluxo de
nitrogénio por 5 min, sendo entdo congeladas e armazenadas a - 18,0 + 0,5 °C até
o momento das analises. Cuidado especial foi tomado na seleg¢édo das frutas para

evitar amostras com danos, nao-maduras ou muito maduras.

Métodos
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Preparo da amostra

As amostras de mirtilo foram submetidas a processo de exiracdo e
hidrélise de acordo com procedimento descrito por Sellappan, Akoh e Krewer
(2002). Uma massa de 10,00 g de amostra foi extraida e hidrolisada com 50 mL
de metanol (1,2 M HCI). O frasco para hidrélise foi coberto com papel aluminio e
desoxigenado através da injecao de nitrogénio por 5 min. A amostra desoxigenada
foi colocada sob refluxo a 95 °C por 2 h para a hidrélise dos glicosideos até
agliconas e para romper ligacbes éster dos &cidos fendlicos conjugados. A
amostra hidrolisada foi resfriada na auséncia de luz, sendo posteriormente
centrifugada a 2000 g por 30 minutos. O sobrenadante foi filtrado em filtro
Millipore® PVDF (33 mm) de 0,45 pm. Uma aliquota de 20 pL do filtrado foi

injetada no CLAE para andlise.
Identificacao e quantificacao por CLAE

As analises foram feitas em um cromatografo liquido Shimadzu LC-20A
Prominence (Kyoto, Japao), equipado com o software LC-Solution, uma bomba
LC-20AT, um auto-amostrador SIL-20AC, um detector de arranjo de diodos SPD-
M20A, um desgaseificador DGU-20A3 e um forno para coluna CTO-20A. A
separacao dos compostos foi conduzida a temperatura ambiente (20,0 + 1,0 °C)
em uma coluna Phenomenex, Prodigy 5-um, ODS-2, RP-18 (250 x 4,6 mm). Foi
usada uma pré-coluna Vertisep 5-um C18 (4,6 x 10 mm). A programacao do
gradiente da fase mével (A) &gua/metanol (70:30 v.v'') com 1 % de &cido férmico,
(B) metanol, (C) agua com 1 % de acido férmico é apresentada na Tabela 1. A
identificacdo dos compostos fendlicos foi realizada através da comparacao do
espectro e o tempo de retencdo de padrées puros com aqueles obtidos nas
amostras. Os espectros foram obtidos no intervalo de comprimento de onda de
220 a 450 nm. A quantificagcdo foi feita por calibragdo externa, com as curvas
analiticas dos padrdes variando de 2 — 160 mg.L™". Os padrdes foram preparados
em metanol. Todas as curvas usadas na quantificacdo apresentaram coeficiente

de regressao (R?) superior a 0,99.
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Tabela 1. Programa do gradiente de eluicdo

A
Agua/metanol B C
Tempo (min) (70:30) com 1 % de Metanol Agua com &cido FIUXO_1
(mL.min™)
acido férmico (%) férmico (1%)
(%)

0,00 0,00 0,00 100,00 1,3
5,00 0,00 0,00 100,00 1,3
5,01 50,00 0,00 50,00 1,3
10,00 85,00 15,00 0,00 1,0
10,01 50,00 5,00 45,00 1,0
20,00 85,00 15,00 0,00 1,0
25,00 85,00 15,00 0,00 1,0
60,00 45,00 55,00 0,00 1,0
60,01 0,00 100,00 0,00 1,0
65,00 0,00 100,00 0,00 1,0
65,01 50,00 0,00 50,00 1,0
75,00 50,00 0,00 50,00 1,0

Analise Estatistica

As analises foram realizadas em duplicata e os resultados apresentados
como média * desvio-padrdo. A ANOVA e o teste de Tukey foram usados para a
comparacdo das meédias de concentracdo. Diferengas com p < 0,05 foram
consideradas significativas. Todas as analises foram realizadas com o auxilio do

software Statistica® (2004), vers&o 7.0.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as cultivares apresentaram um perfil fendlico qualitativo similar,
sendo identificados e quantificados 7 compostos fendélicos (5 acidos fendlicos e 2
flavondides nao-antocianicos). Na Figura 1 esta apresentado um cromatograma
tipico da cv. Powderblue (Caxias do Sul, RS) nos quatro comprimentos de onda
(260, 280, 320 e 360 nm) usados para identificacdo e quantificacdo. O emprego
destes quatro comprimentos de onda possibilitou a diminuicdo da interferéncia de

compostos desconhecidos presentes nas amostras.
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Figura 1. Acidos fendlicos e flavondides n&o-antocianicos da cv. Powderblue nos quatro
comprimentos de onda (260, 280, 320 e 360 nm) usados para identificagdo e quantificacao.
Compostos: (1) acido protocatecuico; (2) acido p-hidroxibenzéico; (3) catequina; (4) acido
clorogénico; (5) acido caféico; (6) acido ferulico; (7) quercetina.

A concentragdo dos acidos fendlicos e flavondides nao-antocianicos
encontrados nas cultivares de mirtilo (Vaccinium sp.) esta apresentada na Tabela
2 e 3. Conforme pode ser observado, os acidos vanilico, siringico, elagico e galico
nao foram encontrados nas cultivares produzidas no Brasil. Kader et al. (1996)
encontraram os acidos siringico e vanilico na cv. Coville produzida na Francga.
Similarmente, estes dois acidos fenodlicos foram encontrados por Zadernowski,
Naczk e Nesterowicz (2005) através da CG/EM. Os resultados para o acido galico
também nao concordam com os da literatura, visto que a grande maioria dos
trabalhos relata concentracdes razoaveis deste acido em diversas espécies e
cultivares de mirtilo (SELLAPPAN et al.,, 2002; ZADERNOWSKI, NACZK e
NESTEROWICZ, 2005; SRIVASTAVA et al., 2007). Para o &cido elagico os
resultados estdo de acordo com Sellappan et al. (2002), visto que para as
cultivares comuns ao nosso trabalho, também né&o foi detectado este &cido. Ja
Srivastava et al. (2007) avaliaram as cvs. Tifblue e Powderblue, e encontraram

concentracdes de acido elagico de 11,0 e 36,0 mg.100 g"' PF, respectivamente.
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Tabela 2. Teores de &cidos fendlicos em cultivares de mirtilo (Vaccinium sp.) produzidas no Brasil

mg.100 g'1 PF

Cultivar Acido

~ " Ac. clorogénico Ac. p-hidroxibenzéico )
galico vanilico

Ac. elagico Ac. Protocatecuico Ac. siringico Ac. Caféico  Ac. Ferilico Acidos Fenolicos Totais

Vaccinium corymbosum

Bluecrop b Nd 18,18 + 0,00 2,75 +0,06 Nd Nd 40,42 + 0,36 Nd 1,75+ 0,03 2,28 £ 0,06 65,38
Vaccinium ashei Reade
Delite © Nd 27,45 +1,67 2,19 £ 0,06 Nd Nd 49,13 +2,10 Nd 3,43 £ 0,03 1,22 £ 0,04 83,42
Powderblue® Nd 33,16 £ 0,03 4,55 +0,03 Nd Nd 110,86 + 0,04 Nd 2,92 £ 0,00 3,63 £ 0,06 155,12
Bluegem a Nd 22,09 £ 0,14 3,36 £ 0,23 Nd Nd 46,14 + 0,76 Nd 1,92 + 0,58 0,92 £+0,19 74,43
Climax ? Nd 21,67£0,12 3,44 £ 0,14 Nd Nd 46,82 £ 0,10 Nd 1,97 £ 0,11 2,34 £0,28 76,24
Flérida M 2 Nd 25,89 £0,12 3,49 £ 0,24 Nd Nd 53,97 +1,86 Nd 2,74 +£0,10 2,10 £ 0,30 88,19
Woodard ? Nd 27,39 £ 0,24 3,74 £ 0,06 Nd Nd 52,13 +0,13 Nd 3,75 +0,02 2,85 +0,09 89,86
Bluebelle ® Nd 23,74 £1,30 1,85 £ 0,06 Nd Nd 4469 +1,54 Nd 3,67 £0,26 1,22 £ 0,04 75,17
Powderblue © Nd 27,02 £2,10 2,18 £0,12 Nd Nd 4420 +1,72 Nd 4,75+0,12 1,28 £ 0,06 79,43
Briteblue © Nd 31,89 +1,90 1,99 + 0,04 Nd Nd 58,13 +0,13 Nd 5,21 £0,20 1,40 + 0,16 98,62
Florida M © Nd 27,65 +0,95 2,19 £ 0,08 Nd Nd 61,28 +£3,72 Nd 3,08 £ 0,21 3,06 £ 0,02 97,26
Bluebelle ° Nd 32,77 £0,07 2,03 +0,11 Nd Nd 54,58 + 0,02 Nd 5,60 £ 0,06 0,95 +£0,02 95,93
Bluegem ¢ Nd 21,38 £ 0,00 1,61 £0,07 Nd Nd 39,62 + 0,26 Nd 3,16 £ 0,01 1,12 £ 0,04 66,39
Climax ®© Nd 25,41 £ 0,11 2,30 £ 0,05 Nd Nd 54,16 £ 0,79 Nd 3,19 +£0,03 0,85 +0,19 85,91
Tifblue © Nd 25,51 £0,11 2,33 £0,02 Nd Nd 4917 +1,67 Nd 2,77 £0,20 2,26 £ 0,26 82,04
Média + DP 0 26,08 + 4,32 2,67 £ 0,85 0 0 53,69 + 16,99 0 3,32+1,14 1,83 10,88 -

Valores apresentados como média t desvio-padrao Sn = 3) em peso fresco (PF). Nd: ndo detectado.
3 Caxias do Sul (RS), ® Vacaria (RS), ¢ Pelotas (RS), ¢ Campos do Jordo (SP), ¢ Barbacena (MG).
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Tabela 3. Teores de flavonéides nao-antocianicos em cultivares de mirtilo (Vaccinium sp.) produzidas
no Brasil

mg.100 g’ PF

Cultivar

Catequina Quercetina
Vaccinium corymbosum
Bluecrop ® 2,74 £ 0,70 3,99 £ 0,22
Vaccinium ashei Reade

Delite 4,19 £ 0,928 1,40 £ 0,13
Powderblue ® 16,60 + 0,50 2,57 £ 1,01
Bluegem ® 4,69 + 0,48 3,61 +0,22
Climax ® 3,31 £ 0,36 4,51 £ 0,21
Florida M @ 3,87 £0,17 2,02 £ 0,06
Woodard ? 3,57 £ 0,36 4,73 +£0,14
Bluebelle 2,35+ 0,08 2,64 £ 0,05
Powderblue ° 3,20 + 0,08 5,19 + 0,20
Briteblue ° 4,01 £ 0,06 3,51 +£0,19
Florida M © 5,36 + 0,49 2,34 £ 0,54
Bluebelle ° 4,17 £ 0,03 7,04 £ 0,26
Bluegem °© 2,98 £ 0,23 7,37 £0,23
Climax ® 4,52 +1,60 1,59 £ 0,14
Tifblue © 5,60 £ 0,12 3,74 £ 0,51
Média + DP 4,74 + 3,40 3,75+1,80

Valores apresentados como média + desvio-padrao Sn = 3) em peso fresco (PF).
2 Caxias do Sul (RS), ° Vacaria (RS), ¢ Pelotas (RS),

Campos do Jord&o (SP), ® Barbacena (MG).

A concentracao total de acidos fendlicos variou de 65,38 a 155,12 mg.100 g
' PF, para as cultivares Bluecrop e Powderblue (Caxias do Sul, RS),
respectivamente. Foram encontrados cinco acidos fendlicos. Similarmente,
Sellappan et. al. (2002) e Hakkinen et al. (1999) identificaram, respectivamente,
cinco e quatro acidos fendlicos. Dentre os acidos fendlicos, o acido protocatecuico
(3,4-dihidroxibenzdico) foi encontrado em maior concentragdo, com um valor médio
de 53,69 mg.100 g’ PF. Este resultado ndo concorda com trabalhos anteriores,
onde este acido é relatado como presente em baixa concentragdo ou mesmo como
ausente no mirtilo (SELLAPPAN et al., 2002; ZHENG e WANG et al., 2003). Taruscio
et al. (2004) apresentaram o acido clorogénico como o principal acido fendélico das
cultivares Bluecrop, Blueajey e Jersey (Vaccinium corymbosum). Enquanto isso,
Hakkinen et al. (1999) apresentaram o &acido caféico como o acido fendlico

majoritario. Zadernowski, Naczk e Nesterowicz (2005) encontraram os acidos



78

hidroxicaféico, m- e p-cumarico, salicilico e 3,4-dimetoxicinAmico como majoritarios

no mirtilo.

A cv. Powderblue (Caxias do Sul, RS) apresentou a maior concentracao de
acido protocatecuico, com 110,86 mg.100 g' PF. Esta concentragdo foi muito
superior aquela apresentada pelas outras cultivares, e 2,5 vezes superior a mesma
cultivar proveniente de Pelotas (RS). Conforme pode ser observado na Tabela 2, as
demais cultivares nao apresentaram grande variabilidade na concentracdo deste
acido, o que pode ser confirmado pelo baixo valor do desvio-padrdo relativo (0,12).
Todas as cultivares coletadas em diferentes locais de producdo do Brasil

apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) para a concentracao deste acido.

O &cido clorogénico foi encontrado em concentracoes elevadas em todas as
cultivares. Estes resultados concordam com aqueles apresentados por Zheng e
Wang (2003) onde também foram encontradas altas concentrag¢des deste acido para
a cv. Sierra, com valor médio de 64,5 mg.100 g' PF. Esta concentracdo é
aproximadamente 2 vezes superior a maxima encontrada em nosso trabalho para a
cv. Powderblue (Caxias do Sul, RS). A menor concentracdo, com o valor de 18,18
mg.100 g PF foi encontrada para a cv. Bluecrop, Unica representante da espécie
Vaccinium corymbosum avaliada em nosso trabalho. Das amostras coletadas em
diferentes locais, apresentaram diferenca significativa para a concentragao de acido
clorogénico as cvs. Powderblue, Flérida M, Climax e Bluebelle. O acido clorogénico
apresenta grande importancia para a atividade antioxidante do mirtilo. Zheng e
Wang (2003) demonstraram esta importancia em trabalho que mediu a contribuigcéo
dos compostos fendlicos individuais para a atividade antioxidante total da fruta e
verificaram que acido clorogénico foi responsavel por 20,9 % da atividade
antioxidante total apresentada pelo mirtilo da cv. Sierra.

O acido caféico foi encontrado em concentracdes variando de 1,75 a 5,60
mg.100 g' PF, para as cultivares Bluecrop e Bluebelle (Pelotas, RS),
respectivamente. Zheng e Wang (2003) ndo encontraram o &cido caféico quando
avaliaram a composicao fendlica do mirtilo cv. Sierra. Da mesma forma, Sellappan
et. al. (2002) nao encontraram o acido caféico nas cvs. Tifblue e Briteblue
produzidas na Gedrgia (EUA), contrariando nosso trabalho que encontrou 2,77 e
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5,21 mg.100 g PF, respectivamente, para as mesmas cultivares produzidas no
Brasil. Em contrapartida, Sellappan et al. (2002) encontraram concentragao similar
de &cido caféico para a cv. Woodard, com o valor de 4,07 mg.100 g PF. Ao mesmo
tempo, valores muito superiores de acido caféico (cvs. Tifblue e Powderblue) foram
encontrados por Srisvatava et al. (2007). As cvs. Powderblue, Bluebelle, Flérida M,
Bluegem e Climax provenientes de locais diferentes de producdo apresentaram

diferencga significativa (p < 0,05) para concentragao de &cido caféico.

O &cido ferulico foi encontrado em concentragdes variando de 0,85 a 3,63
mg.100 g PF. A cultivar Climax (Barbacena, MG) e Powderblue (Caxias do Sul, RS)
apresentaram a menor e maior concentracdo, respectivamente. As cultivares
Powderblue, Climax e Flérida M produzidas em diferentes locais apresentaram
diferenca significativa (p < 0,05) para a concentracéo de acido ferulico. Em geral, os
valores encontrados em nosso trabalho para o &cido ferulico séo inferiores aos
apresentados por Sellappan et al. (2002) e Srisvatava et al. (2007). A presenca de
acido ferulico apresenta grande importancia devido aos possiveis efeitos benéficos
contra o céancer, doencas cardiovasculares, diabetes e até contra a doenca de
Alzheimer, como descrito na recente revisao de Zhao e Moghadasian (2008).

Os valores médios de flavondides nao-antocianicos encontrados nas
cultivares de mirtilo foram de 4,75 e 3,75 mg.100 g' PF, para a catequina e
quercetina, respectivamente. A catequina foi encontrada em concentragcbes variando
de 2,35 a 16,60 mg.100 g' PF. As cultivares Powderblue (Caxias do Sul, RS) e
Bluebelle (Campos do Jordao, SP) apresentaram a maior e a menor concentracao
deste flavanol, respectivamente. Das cinco cultivares coletadas em diferentes locais
de producdo do Brasil, apenas a cultivar Powderblue apresentou diferenca
significativa (p < 0,05) para a concentracdo de catequina. De modo anélogo aos
acidos caféico e ferulico, a concentracao de catequina foi inferior aquela encontrada
por Sellappan et al. (2002) e Srisvatava et al. (2007).

Ja a quercetina foi encontrada em concentra¢des variando de 1,40 a 7,37
mg.100 g para as cultivares Delite e Bluegem (Pelotas, RS), respectivamente. As
concentragdes encontradas sdo comparaveis aquelas apresentadas por Hakkinen et
al. (2002). As cultivares Powderblue, Bluegem, Climax e Bluebelle, produzidas em
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diferentes locais, apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) para a concentracédo
deste composto. Em funcdo de sua estrutura, este flavonol apresenta uma elevada
atividade antioxidante, que pode ser superior aquela apresentada pelas
antocianinas. A dupla ligacao 2,3 associada com a funcao 4-carbonil no anel C da
quercetina permite a deslocalizacdo de elétrons do anel B, conferindo grande
ressonancia, o que resulta em uma grande eficiéncia na neutralizacédo de radicais
livres (RICE-EVANS e MILLER, 1996).

Conforme demonstrado, todas as cultivares de mirtilo produzidas no Brasil
apresentam um padrao fendlico qualitativo similar. As diferencas foram observadas
apenas na concentracdo dos acidos fendlicos e flavondis nao-antocianicos. Estas
diferencas podem ser devido aos efeitos da diversidade genética, praticas agricolas
e condigdes edafoclimaticas, incluindo diferencas na radiagcdo ultravioleta,
temperaturas elevadas e estresse hidrico. Considerando que estas e outras
variaveis nao foram controladas neste estudo, seus efeitos ndao podem ser
especificados. No caso das cultivares coletadas em locais diferentes locais de
producédo, as diferencas observadas na concentracdo dos compostos fendlicos estao
relacionadas as diferentes praticas agricolas e condigcdes edafoclimaticas
caracteristicas de cada local de producao.

A analise dos &acidos fenodlicos e flavonbides nao-antocianicos produziu
informacgdes relevantes sobre o perfil fendlico das cultivares de mirtilo (Vaccinium
sp.) produzidas no Brasil. Estes dados poderdo conduzir a uma melhor compreenséo
da associacdo entre o consumo desta fruta e suas propriedades funcionais. Os
diferentes niveis de compostos fendlicos especificos poderao estar relacionados a
diferencas significantes na atuacdo desta fruta na reducdo de risco de doencas

cardiovasculares, cognitivas, certas formas de cancer e outras doencgas cronicas.
CONCLUSAO
As cultivares de mirtilo (Vaccinium sp.) produzidas no Brasil apresentam um

perfil qualitativo de acidos fendlicos e flavondides nao-antocidnicos similar. No
entanto, ha diferentes niveis de concentracoes destes compostos fenélicos em sua
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composicao. Os acidos fendlicos protocatecuico e clorogénico como compostos

fendlicos majoritarios.
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