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Resumo

Este trabalho teve por objetivo avaliar a bioacessibilidade em antioxidantes e em
compostos fendlicos de trés variedades de macéa produzidas em Portugal, nomeadamente as
variedades Reineta, Granny Smith e Starking. Desta forma, compararam-se os resultados
obtidos em amostras preparadas em acetona e em amostras submetidas a uma simulacdo da
digestdo gastrica e gastrointestinal in vitro. Para todas as amostras foi avaliado o teor de fendis
e flavondides totais, bem como, a atividade antioxidante através de diferentes ensaios (FRAP,

CUPRAC, sequestro dos radicais hidroxilo, anido superoxido e DPPH).

Os resultados obtidos mostraram que a simulacéo das digestdes in vitro, levaram, de
um modo geral, & diminuigdo do teor em compostos fendlicos e em flavondides bem como da
atividade antioxidante detetada. Assim, de acordo com aqueles resultados, apds a digestédo
gastrointestinal cerca de 75% dos polifendis, para a variedade Reineta, 67% para a Granny
Smith e 34% para a Starking e cerca de 60% dos flavonéides para as variedades Reineta e
Granny Smith e 29% para Starking presentes nas magcas ficaram disponiveis para poderem ser
posteriormente absorvidos. Foi igualmente possivel verificar que a solubilizagdo dos compostos
fendlicos ocorre maioritariamente durante a fase géastrica da digestdo, ocorrendo um pequeno
aumento do teor destes compostos durante a fase intestinal. Contudo, este aumento do teor de
compostos fendlicos, e, flavonéides, nem sempre se traduziu num aumento da atividade

antioxidante.

Os resultados obtidos revelam as macéas das variedades Reineta e Granny Smith como
melhores escolhas do que a variedade Starking devido a apresentarem um conteldo em
compostos antioxidantes bioacessiveis mais elevado. Os resultados permitem concluir que,
apesar das diferencas observadas antes e apds a simulacdo da digestdo gastrointestinal, que
apontam no sentido da digestdo gastrointestinal ndo conseguir extrair todo o potencial
antioxidante dos frutos, a atividade antioxidante obtida sugere que as macds ainda possam
desempenhar um papel importante na defesa antioxidante, em particular atuando na

desativacao de espécies reativas de oxigénio que se possam formar no aparelho digestivo.

Palavras — chave: atividade antioxidante, digestao gastrointestinal in vitro, maca, compostos
fendlicos, flavonodides



Abstract

This study aimed to evaluate the bioaccessibility in antioxidants and phenolic
compounds of three varieties of apple produced in Portugal, namely Reineta, Granny Smith and
Starking varieties. Thus, a comparison of the results obtained on samples prepared in acetone
and samples subjected to simulated gastric and gastrointestinal digestion in vitro. For all
samples was evaluated the content of phenols and flavonoids, as well as antioxidant activity
through different tests (FRAP CUPRAC, sequestration of the hydroxyl radical, superoxide anion
and DPPH).

The results showed that the simulation of the in vitro digestion led, in general, the
decrease in the content of flavonoids and phenolics and antioxidant activity detected. Thus,
according to these results, following gastrointestinal digestion about 75 % of polyphenols to
Reineta range 67% to 34% Granny Smith and for Starking and about 60 % of flavonoids and to
the Granny Smith variety Reineta and 29% to Starking present in apples were available in order
to be subsequently absorbed. It was also verified that the solubility of phenolic compounds
occurs mainly during the gastric phase of digestion, occurring a small increase in the content of
these compounds in the intestinal phase. However, this increase in the content of phenolic

compounds and flavonoids, not always resulted in increased antioxidant activity.

The results reveal the apples of varieties Reineta and Granny Smith as better choices
than the Starking variety due to submit content in higher bioacessiveis antioxidant compounds.
The results indicate that, despite the differences observed before and after simulated
gastrointestinal digestion, pointing towards the gastrointestinal digestion can not extract all the
antioxidant potential of fruit, the antioxidant activity obtained suggests that apples may still play
an important role in antioxidant defense, in particular working on the deactivation of reactive

oxygen species that may form in the digestive tract.

Keywords: antioxidant activity, in vitro gastrointestinal digestion, apple phenolics, flavonoids.
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Lista de Abreviaturas, Siglas e Simbolos

ADN — Acido desoxirribonucleico;

CAT - Catalase;

CUPRAC - Cupric Reducing Antioxidant Capacity

DPPH’ — Radical 2,2'-difenil-1-picrilhidrazilo;

EAA — Equivalentes de acido ascérbico;

EAG - Equivalentes de &cido galico;
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FRAP - Ferric Reduction Antioxidant Power

g - aceleracéo gravitica

Gl - Gastrointestinal;
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HAT - Mecanismo antioxidante por transferéncia de atomo de hidrogénio;
NADH - Dinucleétido de nicotinamida e adenina na forma reduzida;
NBT?* - Azul de nitrotetrazolio;

PMS - Metossulfato de fenazina;

ROS - Espécies Reativas de Oxigénio;
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SOD - Superéxido dismutase;

TBA - Acido tiobarbiturico;

TPTZ - 2,4,6—tris(2—piridil)—s—triazina;



1. Introducéo

O estilo de vida moderno, que se reflete na falta de tempo, favoreceu os maus habitos
alimentares dando origem a que a muitas pessoas tenham uma dieta incompleta e inadequada.
Associado a este tipo de alimentacéo tem-se verificado um acréscimo de doencas crénicas
degenerativas e outras como, por exemplo, a obesidade e diabetes, ligadas aos consumos
excessivos de gorduras e agucares e a falta de alimentos de origem vegetal (Lidon e Silvestre,
2010). Relacionadas com estas doencas estéo igualmente os radicais livres responsaveis por
reacdes de oxidacdo. O equilibrio entre o potencial antioxidante e oxidante é considerado
critico para manter um sistema biolégico saudavel e sabe-se que os antioxidantes produzidos
endogenamente podem néo ser suficientes para combater os radicais livres produzidos pelo
organismo. Desta forma, podem originar-se condicao de stress oxidativo, ou seja, condi¢des de
desequilibrio entre a producao de espécies reativas e a sua remocao pelos sistemas quimicos
e enzimaticos de defesa antioxidante (De Oliveira et al., 2009; Alves et al., 2010; Bouayed,
2010).

Ha diversos fatores que parecem contribuir para ao stress oxidativo, como, por
exemplo, o consumo de alcool, o tabagismo, a dieta inadequada, exercicio fisico realizado de
forma extrema, a exposicdo a radiagdo ultravioleta, exposicdo a condicdes ambientais
impréprias (temperatura elevada e poluicdo ambiental, domiciliar e ocupacional) e estados
psicolégicos que provoquem stress emocional (De Oliveira et al., 2009). Para combater estas
situacdes o organismo humano necessita de antioxidantes exdgenos provenientes de uma
dieta saudavel. Assim, os alimentos naturalmente enriquecidos nutricionalmente sdo uma mais-
valia no reforgo dietético. Dai também o grande interesse nos alimentos funcionais, ou seja,
alimentos que quando consumidos usualmente na dieta para além das propriedades
nutricionais basicas, apresentam efeitos metabdlicos e fisioldgicos benéficos para a saude
(Lidon e Silvestre, 2010). De acordo com a American Dietetic Association (Associac¢do Dietética
Americana), a melhor estratégia nutricional para promover a saude e reduzir o risco de
doengas crénicas € a obtencdo de nutrientes de uma grande variedade de alimentos (De
Oliveira et al., 2009). A salde e o bem-estar dos consumidores sdo o0s principais
impulsionadores da indUstria alimentar moderna e por isso os produtores de alimentos mostram
cada vez mais interesse no desenvolvimento de produtos com um maior nivel de certeza sobre
conterem compostos benéficos para a saude, como os antioxidantes, para ir de encontro ao
crescente interesse dos consumidores na relag@o entre dieta e saude (Kevers et al., 2011;
Parada e Aguilera, 2007).

Diversos estudos epidemioldgicos tém descrito os efeitos benéficos do consumo de
frutas e vegetais com elevado teor de compostos fendlicos para a prevencdo de doencas
humanas, tais como as cataratas, diabetes, doenca de Alzheimer, asma, doencas cardio e
cerebrovasculares e cancro, especialmente cancro do trato gastrointestinal. Os efeitos de

protecdo fornecidos pelas frutas e legumes contra estas doencas, que sdo marcadamente



associados com o stress oxidativo, tém sido atribuidos a presenca de compostos antioxidantes,
em particular, a presenca de polifendis. Por serem capazes de promover a boa saude e
prevenir ou aliviar doencas, os alimentos ricos em compostos fendlicos, como as frutas e
legumes, obtiveram o estatuto de alimentos funcionais (Kaur e Kapoor, 2001; Boyer e Liu,
2004; Bouayed, 2010; Serra et al., 2010; Tagliazucchi et al., 2010; Landete, 2012).

As macds estdo entre os frutos mais amplamente cultivados e consumidos,
principalmente devido a sua disponibilidade ao longo de todo ano. Estes frutos constituem uma
importante parte da dieta humana, pois sdo uma fonte de aglcares, acidos e varios compostos
biologicamente ativos, tais como compostos fendlicos, que séo responsaveis pela maior parte
da atividade antioxidante da fruta. As macas contém uma significativa quantidade de diferentes
classes de compostos fendlicos e 0 seu consumo esta associado a reducao do risco de varias
doencas (Vieira et al., 2009; Briones-Labarca et al., 2011; Cindri¢ et al., 2012; Candrawinata et

al., 2013). Por estas razdes a maca foi escolhida como objeto deste estudo.

Um dos principais factores que pode influenciar os efeitos benéficos dos polifendis in
Vivo é a sua biodisponibilidade e destino metabdlico, tendo em conta que apenas 0s compostos
libertados da matriz do alimento e / ou absorvidos ao longo do tubo digestivo ficam
biodisponiveis e em condicdo de serem utilizados para as fungfes do corpo e exercerem 0s
seus efeitos benéficos. Desta forma o conhecimento sobre os niveis de ingestdo de polifendis,
juntamente com a sua bioacessibilidade/biodisponibilidade em todo o trato gastrointestinal,
constituem fatores fundamentais para avaliar o seu significado biolégico na salde humana

(Briones-Labarca et al., 2011; Palafox-Carlos et al., 2011).

Os meétodos de simulagdo da digestdo gastrointestinal in vitro sdo amplamente
utilizados no presente, uma vez que séo rapidos, seguros, fiveis e ndo tém as questdes éticas
dos métodos in vivo. Estes ensaios consistem em simular os processos de digestao e absor¢éo
(bioassimilagc&o) ou apenas o processo de digestdo (bioacessibilidade), permitindo desta forma
estudar as mudancas que ocorrem nos componentes da dieta durante a digestdo gastrica e

intestinal (Parada e Aguilera, 2007; Bouayed et al., 2011; Briones-Labarca et al., 2011).

Os ensaios de digestdo in vitro tém demonstrado a importancia de dietas ricas em
frutas e vegetais, comprovando a presenca de substéncias antioxidantes, que auxiliam no
combate aos radicais livres, tendo sido verificada uma boa correlacdo entre os modelos de
avaliacdo da biodisponibilidade pelo método in vitro com os resultados de estudos em seres
humanos e animais (Alves et al., 2010; Bouayed et al., 2011). Neste contexto, o objetivo deste
trabalho experimental consistiu na avaliacdo da bioacessibilidade de compostos antioxidantes,
através da simulacdo da digestdo gastrointestinal in vitro, de trés variedades de macés

produzidas em Portugal, nomeadamente as variedades Granny Smith, Reineta e Starking.



1.1 Stress Oxidativo, Radicais livres e Sistema de defesa antioxidante

Os termos relacionados com stress oxidativo, dano oxidativo, radicais livres e
antioxidantes tornaram-se parte integrante do vocabulario cientifico e sdo usados numa
variedade de discussdes cientificas por quimicos, fisicos, bidlogos e outros pesquisadores.
Quimicamente, cada composto, incluindo o oxigénio molecular, que possa aceitar eletrbes é
um oxidante ou agente oxidante. Contrariamente uma substéncia que doa eletrdes € um
redutor ou o agente redutor. Quando um redutor doa eletrBes, faz com que uma outra
substancia possa ser reduzida, a esta reacdo quimica chama-se reducdo. Quando um oxidante
aceita eletrbes, faz com que uma outra substancia seja oxidada, a esta reacdo quimica onde
ha perda de um ou mais eletrbes da-se o nome de oxidacdo. Estas reacdes, chamadas
reacdes redox, (transferéncia de eletrbes), sdo um dos processos quimicos mais fundamentais
para inUmeras vias bioquimicas, quimica celular, biossintese e regulacdo e sobrevivéncia das
células. O efeito colateral dessa dependéncia € a producéo de radicais livres e outras espécies
reativas de oxigénio (ROS) que podem causar danos oxidativos, por isso o estudo destas
reacBes é também importante para a compreensao da oxidag&o biologica e efeitos dos radicais
e dos antioxidantes (Kohen e Nyska, 2002; Alves et al., 2010).

O stress oxidativo € comumente definido como um grave desequilibrio entre a
producéo de espécies reativas de oxigénio, azoto e enxofre, entre outras, e a remocao destas
pelos sistemas quimicos e enzimaticos de defesa antioxidante e, também a reparacéo
enzimética das biomoléculas lesadas, o0 que leva a acumulacdo de danos oxidativos nas
células (De Oliveira et al., 2009; Alves et al., 2010; Halliwell, 2011). O desequilibrio entre os
oxidantes e os antioxidantes a favor dos oxidantes pode resultar dos antioxidantes produzidos
pelo corpo serem insuficientes para combater os radicais livres produzidos pelo organismo, e
tem sido sugerido como sendo uma das causas do envelhecimento e do aparecimento de
vérias doencas no Homem (Katalinic et al., 2004). Este equilibrio, referido como o potencial
redox, é especifico para cada organelo e local biolégico, e qualquer interferéncia pode ser
prejudicial para a célula e para o organismo. Alterando o equilibrio no sentido de um aumento
dos pré-oxidantes sobre a capacidade do antioxidante obtém-se a condigdo de stress oxidativo
que pode levar a danos oxidativos, mas alterando o equilibrio no sentido de um aumento do
poder redutor, ou antioxidante, podem também ocorrer danos, sendo essa situagdo definida

como o stress redutor (Kohen e Nyska, 2002).

1.1.1 Formacéo e Efeitos Bioldgicos dos Radicais Livres

Os radicais livres, foram inicialmente usados para descrever 0S compostos
intermediarios na quimica organica e inorganica, e foram sugeridas varias definicdes quimicas
para os mesmos. Mais tarde esses radicais foram sugeridos como participantes importantes em

ambientes bioldégicos e responsaveis por processos nocivos nas células. Pouco depois,
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sugeriu-se que estas espécies podiam desempenhar um papel nos eventos fisiolégicos e,
particularmente, no processo de envelhecimento. Esta teoria dos radicais livres no
envelhecimento inspirou muitos estudos e contribuiu significativamente para o conhecimento
atual sobre os radicais e, mais especificamente, radicais derivados do oxigénio. Esses radicais
sdo agora considerados componentes principais em reagfes bioquimicas, resposta celular e

evolucgéo clinica (Kohen e Nyska, 2002).

Os radicais livres s@o espécies reativas formadas continuamente durante os processos
metabdlicos, normais ou patogénicos, surgindo naturalmente durante o metabolismo, podendo
igualmente ser provenientes de fontes exdgenas fisicas e quimicas. Estes radicais séo
definidos como qualquer espécie contendo um ou mais eletrdes desemparelhados, sendo que
a ocorréncia de um eletrdo ndo emparelhado resulta na alta reatividade dessas espécies pela
sua afinidade em doar ou obter um outro eletrdo para atingir a estabilidade. As espécies
radicalares atuam como mediadores para a transferéncia de eletrdes em vérias reacdes
bioquimicas, desempenhando funcdes relevantes para o metabolismo, encontrando-se
envolvidas na producdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizagdo
intercelular e sintese de substancias bioldgicas importantes (Kohen e Nyska, 2002; De Oliveira
et al., 2009; Alves et al., 2010; Halliwell, 2011). As vias celulares que consomem oxigénio sdo
responsaveis pela geracdo da maior parte das ROS. Entre estas vias encontra-se a respiracao
mitocondrial (em que 85% de oxigénio € metabolizado), e as reacc¢des catalisadas pela
NAD(P)H oxidase e pela xantina oxidase. As espécies reativas de oxigénio séo
propositadamente produzidas pelas células do sistema imunolégico como forma de neutralizar

virus e bactérias (Bouayed, 2010).

No entanto, conforme anteriormente referido, ha diversos fatores que potenciam a
formacgédo de radicais livres, e de outras espécies reativas nao radicalares. Entre esses fatores
encontra-se o consumo de alcool ou de tabaco, uma dieta excessiva em gordura e hidratos de
carbono e relativamente deficiente em vitaminas, a exposicdo a radiagcao ultravioleta, a
temperatura elevada a determinados poluentes, tais como, herbicidas, hidrocarbonetos
policiclicos arométicos, ozono, a exposi¢ao a diversos farmacos, e a radiacéo terapéutica (raio-
X), condicbes de hipertermia e de inflamacdo (De Oliveira et al., 2009). Experiéncias em
animais mostraram que situacdes de stress, como a imobilizacdo e privacdo de sono estimulam
a producdo excessiva espécies reactivas de oxigénio. O stress emocional e humor deprimido
também estdo associados com uma formacdo macica destas espécies. O exercicio fisico
intenso e exaustivo também pode resultar na producdo de espécies reativas de oxigénio em

excesso (Kaur e Kapoor, 2001; De Olveira, 2009; Alves et al., 2010; Bouayed e Bohn, 2010).

As espécies reativas mais estudadas nos sistemas biologicos incluem as espécies
reativas de oxigénio, as espécies reativas de azoto, os radicais derivados de tidis (RS’) e as
espécies reativas de cloro e complexos de metais de transi¢éo, principalmente Fe, Cu, Mn e Cr.
Outros ibes metdlicos, sem atividade redox direta, também podem afetar o balango oxidativo,

como os ides de metais pesados (Pb, Cd) e trivalentes (Bi, Al), que sdo capazes de se ligar



fortemente aos grupos fosfatos dos fosfolipidios de membranas celulares, diminuindo sua
fluidez e, consequentemente, aumentando sua peroxibilidade. Os i6es divalentes (Mg, Ca, Zn)
sdo cofatores de proteinas e enzimas envolvidas na maquinaria redox celular, podendo
também afetar o balango oxidativo (De Oliveira et al., 2009). As espécies reativas incluem, nao
s6 espécies radicalares, como, por exemplo, o radical anido superoxido (O,"), radical
hodroxilo, (OH’), radical 6xido nitrico (NO’), ou radicais peréxilo (ROO’) mas também moléculas
neutras como o peréxido de hidrogénio (H,O,), o oxigénio singleto (102) ou carregadas como o
peroxinitrito (ONOO™) (Kaur e Kapoor, 2001; De Oliveira et al., 2009; Bouayed e Bohn, 2010).

Quando em concentracdo excedente ao normal, as espécies reativas podem causar
danos celulares. Os radicais livres reagem rapidamente com outros compostos, tentando
capturar os eletrdes necessarios para ganharem estabilidade. Geralmente atacam as
moléculas estaveis mais proximas, roubando os seus eletrdes. Quando a molécula que foi
atacada perde o seu eletrdo torna-se um radical livre em si, iniciando uma reacdo em cadeia.
Uma vez o processo iniciado pode desencadear um efeito cascata, iniciar a peroxidacao
lipidica que resulta na desestabilizacdo e desintegragdo das membranas celulares ou na
oxidacdo de outros componentes celulares tais como proteinas, polissacarideos e &cidos
nucleicos. A oxidagdo destas moléculas pode alterar o funcionamento de organelos celulares
como as mitocdndrias, com consequente alteragdo na estrutura e func@o e prejuizo das
fungbes vitais em diversos tecidos, como, por exemplo, o tecido vascular ou o tecido cerebral, e
orgéos, como, por exemplo, o figado (Kaur e Kapoor, 2001; Kohen e Nyska, 2002; De Olveira,
2009; Alves et al., 2010; Bouayed e Bohn, 2010). O estado de stress oxidativo, pode ainda
originar diferencas na expressdo genética, na conformacdo das proteinas e na sinalizagédo
celular (Bouayed, 2010).

As alteracbes oxidativas na estrutura e funcdes celulares tém sido implicadas num
grande numero de doengas agudas e croénicas, incluindo cancro, diabetes, infertilidade
masculina, artrite reumatéide e outras doencas autoimunes, aterosclerose, doencas
cardiovasculares, patologias neuroldgicas degenerativas (doenca de Alzheimer e doenca de
Parkinson) e cataratas (Kaur e Kapoor, 2001; Knekt et al., 2002; Lee et al., 2003; Boyer e Liu,
2004; Bouayed, 2010).

Os radicais livres atuam de maneira destrutiva também sobre plantas e alimentos. A
peroxidacao lipidica é a principal causa da deterioragdo dos alimentos ricos em gordura. Ela é
responsavel pela modificacdo do odor e sabor dos alimentos, bem como perda da qualidade
nutricional, acarretando depreciacdo e/ou rejeicdo por parte dos consumidores. A
decomposicao oxidativa pode ser iniciada por processos térmicos, absorgdo de raios gama ou
radiacdo ionizante, ou por iniciacdo quimica envolvendo ides metdlicos ou metaloproteinas
(Alves et al., 2010).

Desta forma, pode concluir-se que o equilibrio entre o potencial antioxidante e oxidante
€ critico para manter um sistema biol6gico saudavel. A complexa interacdo entre as espécies

reativas e os antioxidantes tem sido um dos principais motores da evolucéo e sobrevivéncia



dos seres humanos, na forma como as células se comunicam e respondem ao perigo, € em

doencas relacionadas com a idade dos seres humanos e outros animais (Halliwell, 2011).

A maioria dos radicais sao espécies de curta duragdo, reagem rapidamente com outras
moléculas. Alguns dos radicais livres derivados do oxigénio sdo muito reativos com um tempo
de semi-vida muito curto. Por exemplo, o radical hidroxilo tem nos sistemas biolégicos um
tempo de semi-vida de apenas 10”° segundos (Leopoldini et al., 2011). A elevada reatividade
dos radicais faz com que os antioxidantes devam estar presentes no local em que os radicais
sdo produzidos, de modo a evitar a interacdo entre estas espécies e os diversos alvos
biolégicos (Kohen e Nyska, 2002).

1.1.2 Sistemas de Defesa Antioxidante

A fim de lidar com o excesso de radicais livres produzidos em condi¢cdes de stress
oxidativo, os organismos desenvolveram mecanismos sofisticados para a manutencdo da
homeostase redox. Estes mecanismos de prote¢do incluem a eliminagdo ou destoxificacdo de
espécies reativas de oxigénio ou o bloqueio da sua producdo através, por exemplo, do
sequestro de metais de transicdo. Estes mecanismos de defesa antioxidante podem ser
enzimaticos ou nao enzimaticos, podendo ser produzidos no corpo, ou seja, endogenamente,
ou fornecidos pela dieta, ou seja de origem exdégena (Han et al., 2007; Alves et al., 2010).

Os antioxidantes enziméticos incluem as enzimas superoxido dismutase, catalase,
glutationa-peroxidase, entre outras. Os antioxidantes ndo enzimaticos incluem moléculas
enddgenas, tais como, por exemplo, a glutationa e o &cido Urico, e também moléculas
exdgenas que sdo fornecidos especialmente pela nutricdo tais como vitaminas, acidos gordos
polinsaturados, polifen6is ou carotendides (Bouayed, 2010). A superdxido dismutase é
considerada como a linha de frente de defesa antioxidante, embora possa exibir atividade
peroxidasica, na presenca de excesso de H,0,; destacam-se também a catalase e as
glutationas peroxidases, encarregadas de reduzir peroxidos geradores de radicais OH' e RO’,

respetivamente (De Oliveira et al., 2009).

No entanto, os sistemas de defesa antioxidantes enddégenos sdo incompletos sem o0s
antioxidantes exdgenos tais como vitamina C, vitamina E, carotendides e os polifendis, que tém
um papel fundamental em muitos mecanismos antioxidantes em organismos vivos (Lee et al.,
2003; Bouayed e Bohn, 2010).

Em suma, os antioxidantes podem dividir-se em dois grandes grupos, os antioxidantes
enddégenos, enzimaticos e ndo enzimaticos (Tabela 1.1), e os antioxidantes exdgenos,

provenientes da dieta (Tabela 1.2).



Tabela 1.1 Principais antioxidantes endégenos (Bouayed e Bohn, 2010).

Antioxidantes ndo enziméaticos

Antioxidantes enzimaticos (principais agentes intracelulares de
reducgdao)
Superdxido dismutase (SOD): Destoxificagcdo do O, - Glutationa (GSH)
Catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx): Destoxificacdo . )
. Acido drico
de peroxidos (CAT de H,0,, e GPx de H,0O, e ROOH)
Glutationa redutase: Regeneracgéo da glutationa oxidada Acido lipéico
Tioredoxina reductase: Protecdo contra a oxidacéo de
. NADPH
proteinas
Coenzima Q

Glicose -6-fosfato-desidrogenase: Regeneracédo de NADPH
Albumina e bilirrubina.

Tabela 1.2. Principais antioxidantes exdgenos obtidos pela dieta, principalmente pelo consumo de frutas,

legumes e grdos (Bouayed e Bohn, 2010).

Principais antioxidantes exdgenos

* Vitaminas: vitamina C, vitamina E

» Oligoelementos: zinco, selénio

* Os carotendides: B-caroteno, licopeno, luteina, zeaxantina

+ Acidos fendlicos: acidos clorogénicos, acido galico, acido caféico,
* Flavonais: quercetina*, kaempferol *, miricetina *

* Flavonodides: proantocianidinas, catequinas

« Antocianidinas: cianidina *, pelagonidina*

* Isoflavonas: genisteina *, daidzeina*, gliciteina *

* Flavanonas: naringenina*, eriodictiol *, hesperetina*

* Flavonas: luteolina*, apigenina *

* e 0s seus glucdsidos.

1.1.2.1 Mecanismo de Atuacado dos Antioxidantes ndo Enzimaticos

Um antioxidante pode ser definido como um composto capaz de prevenir ou reduzir o
processo de oxidacdo, ou a extensdo do dano oxidativo biolégico (Kohen e Nyska, 2002; De
Oliveira et al., 2009). Os antioxidantes podem neutralizar radicais livres doando os seus
préprios eletrdes convertendo-se em espécies radicalares pouco reativas. Assim, podem
também ser definidos como as substancias capazes de extinguir ou estabilizar radicais livres,

prevenindo ou retardando o processo de oxidacdo em alimentos e sistemas biolégicos (Kaur e



Kapoor, 2001; Heo et al., 2007). Nos alimentos os antioxidantes funcionam como conservantes,
retardando a deterioracdo, rango ou descoloracdo causada pela oxidacdo. E o caso da
peroxidacao lipidica, uma reacdo importante responsavel pela deterioracdo de alimentos
durante o processamento e armazenamento que pode dar origem a formacdo substancias

toxicas, mutagénicas e potencialmente cancerigenas (Kaur e Kapoor, 2001).

Os antioxidantes de baixo peso molecular podem ser sintetizados no proprio organismo
ou ser oriundos da dieta. Estdo presentes em ndmero e concentragdo maiores que 0S
antioxidantes enzimaticos e distribuidos em ambientes lipofilicos e hidrofilicos (De Oliveira et
al., 2009).

Existem diferentes mecanismos pelos quais 0s compostos antioxidantes podem
exercer a sua accdo. Entre estes podem ser citados a inativacéo de radicais por transferéncia
de atomos de hidrogénio (macanismo HAT) ou por transferéncia de electrdes (mecanismo
SET). Outro mecanismo antioxidante é a quelacdo de metais de transicdo, como o cobre e o
ferro, evitando que eles participem em reacfes que geram radicais livres. Na verdade, alguns
metais no seu estado de oxidacdo baixo (principalmente Fe2+), quando ndo se encontram
ligados a proteinas quelantes, podem estar envolvidos em reac¢des Fenton, a partir das quais
se podem gerar radicais hidroxilo (Figura 1.1) (Leopoldini et al.,, 2011). Conforme ja
anteriormente referido, o radical hidroxilo € um dos radicais mais reativos, ndo é eliminado por

meio de reacdes enzimaticas podendo reagir com todo o tipo de moléculas.

Fe?* + H,0, — Fe** + OH® + OH"
Figura 1.1 — Reacgéo de Fenton (Leopoldini et al., 2011).

A Reacgédo de Fenton pode causar a acumulacao de radicais livres em locais especificos
e iniciar processos de danos de biomoléculas. Estas reagBes ocorrem em neuronios
dopaminérgicos do tecido do sistema nervoso, em que o catabolismo da dopamina produz,
normalmente, alguns niveis de perdxido de hidrogénio. A acumulagdo do radical hidroxilo
nesses neurdnios pode ser reconhecida como um dos principais agentes etioldgicos da doenca
de Parkinson. Outras doencgas neurodegenerativas, tais como doenca de Alzheimer e a doenca
de Huntington, tém como caracteristica um aumento significativo do ferro em algumas regides
do cérebro (Leopoldini et al., 2011).

Outros mecanismos de atividade antioxidante incluem a inibicdo de enzimas oxidativas,
como, por exemplo, a xantina oxidase, a coclooxigenase ou os citocromos P450, ou 0 aumento
da atividade ou da expressdo das enzimas antioxidantes por exemplo, suprarregulando a
expressdo de genes que codificam para a SOD, catalase ou glutationa peroxidase (Magalhdes
et al., 2008).



Os alimentos ricos em antioxidantes demonstraram desempenhar um papel essencial
na prevencao de doencas cardiovasculares, cancro, doencas neuro-degenerativas, das quais
as mais conhecidas sédo as doencas de Ahlzeimer e de Parkinson, bem como inflamacdes e
envelhecimento cutaneo. Na Ultima década, aumentaram as evidéncias que ligam os distUrbios
do metabolismo oxidativo a elevados niveis de ansiedade e depresséo. Os resultados recentes
levantam a possibilidade da ansiedade e depresséo poderem ser prevenidas ou tratadas, seja
por uma dieta rica em antioxidantes naturalmente existentes nos alimentos, seja por

suplementacao diaria com antioxidantes (Kaur e Kapoor, 2001; Bouayed, 2010).

Nos ultimos anos, 0 uso de alguns antioxidantes sintéticos tem sido restringido devido
ao seu possivel efeito toéxico e carcinogénico. Esta preocupacdo tem resultado num aumento
do interesse na investigacdo da eficiéncia de compostos que ocorrem naturalmente, com
propriedades antioxidantes. Assim, os antioxidantes naturais presentes nos alimentos e outros
materiais biol6gicos tém atraido um interesse considerdvel por causa da sua presumida
seguranca e potencial efeito nutricional e terapéutico (Kaur e Kapoor, 2001). Um bom
antioxidante deve ser um composto biolégico naturalmente presente em tecidos animais; deve
ser ativo na protecdo de moléculas de proteinas,lipidios e ADN; deve ter uma boa biodisponi-
bilidade; deve ter uma meia-vida longa; deve ser ativo no espago intra e extracelular e, deve
ser capaz de atravessar intacto a membrana celular (De Oliveira et al., 2009). Os compostos
fendlicos tém vindo a ser amplamente estudados devido as suas propriedades bioativas,

especialmente & sua capacidade antioxidante.

1.2 Os Polifenéis

Os polifendis abrangem mais de 8 000 compostos que ocorrem naturalmente, todos
possuindo uma caracteristica estrutural comum: um anel aromatico tendo mais do que um
substituinte hidroxilo (Manach et al., 2004; Han et al., 2007; Bouayed et al., 2011; Leopoldini et
al., 2011; Palafox-Carlos et al., 2011). Estes compostos podem apresentar diversas estruturas,
desde moléculas simples até estruturas poliméricas com uma grande massa molecular. Os
polifendis sdo metabolitos secundarios produzidos pelas plantas e sdo comummente

encontrados em alimentos como frutos, legumes e gréos integrais.

Nas plantas que os sintetizam, os compostos fendlicos, possuem fun¢des de defesa
contra a radiacéo ultravioleta, agressao por patogénicos ou ataque de pragas. Muitos destes
compostos sdo também responsaveis pela cor atraente de folhas, frutos e flores. JA& em
animais e no Homem tem-se observado que s&o capazes de reagir com radicais livres,
formando radicais estaveis (Manach et al., 2004; Soares et al., 2008; Palafox-Carlos et al.,
2011).

Com efeito, o conteddo em polifendis na dieta tem vindo a ser alvo de muita atencgéo,

devido a sua atividade antioxidante e as suas possiveis implicacdes benéficas para a salude



humana, consequéncia da sua comprovada atividade biolégica na prevencédo de doencas. De
fato, eles sdo capazes de eliminar espécies reativas de oxigénio e azoto, responsaveis pelo
aparecimento de varios processos inflamatérios e doencgas degenerativas associadas ao stress
oxidativo, tais como cancro e doencas cardiovasculares e neurodegenerativas (Manach et al.,
2004; Han et al., 2007; Heo et al., 2007; Bouayed et al., 2011; Carbone et al., 2011; Panzella et
al., 2013). Estas moléculas tém demonstrado varios efeitos biolégicos, quando testadas in vitro
ou in vivo. Assim, elas podem ter um efeito vasodilatador, anti-proliferativo, anti-bacteriano,
anti-carcinogénico, anti-inflamatorio, imuno-estimulante, anti-mutagénico, antidepressivo, anti-
ansiedade, antialérgico, antiviral e estrogénico. Mais ainda, diversos trabalhos apontam aos
polifendis capacidade para proteger neurénios contra o stress oxidativo, estimular a
vasodilatacdo, melhorar a secrecdo de insulina e inibir as atividades das enzimas fosfolipase
A2, ciclooxigenase, lipoxigenase e xantina oxidase (Manach et al., 2004; Han et al., 2007; Heo
et al., 2007; Bouayed, 2010; Bouayed et al., 2011; Leopoldini et al., 2011; Palafox-Carlos et al.,
2011). Diversos polifendis, tém ainda sido destacados devido a possibilidade de se ligarem a
recetores celulares e transportadores de membranas e influenciarem a expressdo génica, a
sinalizacdo e a adesdo celular e modularem a atividade de uma vasta gama de enzimas e

recetores de células (Heo et al., 2007; Soares et al., 2008; Bouayed et al., 2011).

Os compostos fendlicos podem ser classificados em diferentes grupos, em fungdo do
namero de anéis fendlicos que eles contém e dos elementos estruturais que ligam esses anéis
uns aos outros. As distingbes séo, assim, efetuadas entre os acidos fendlicos, flavondides,
estilbenos e taninos, lignanos ou ligninas poliméricas (Han et al., 2007; Palafox-Carlos et al.,
2011).

1.2.2 Os Acidos Fendlicos

Os acidos fendlicos sdo fendis que possuem uma funcionalidade do acido carboxilico,
estes acidos sdo responsaveis por cerca de um terco do consumo total de polifen6is e podem
subdividir-se em derivados do acido hidroxibenzdico, como, por exemplo, o acido gélico, e
derivados do acido hidroxicinAmico, como, por exemplo, o &cido cafeico, feralico e p-cumérico

e sinaptico (Figura 1.2).
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Figura 1.2 - Estrutura geral dos acidos fendlicos: (A) Estrutura geral dos acidos hidroxibenzéicos e (B)

Estrutura geral dos acidos hidroxicinamicos (Gomes, 2010).

O teor em &cidos hidroxibenzodicos de plantas comestiveis é geralmente muito baixo,
com excecdo de algums frutos vermelhos, rabanete preto e cebola, que podem ter
concentracdes de varias dezenas de miligramas por quilograma de peso fresco. O cha é uma
importante fonte de acido galico. Além disso, os acidos hidroxibenzdéicos sdo componentes de
estruturas complexas, tais como taninos hidrolisaveis (galotaninos em mangas e elagitaninos

em frutos vermelhos, como morangos, framboesas e amoras) (Manach et al., 2004).

Os &cidos hidroxicindmicos s&o raramente encontrados na forma livre, exceto em
alimentos processados que sofreram congelamento, esterilizacéo, ou fermentacéo. As formas
ligadas sdo derivados glicosilados ou ésteres de acido quinico, acido chiquimico e acido
tartarico. O éster de acido cafeico e acido quinico, o acido clorogénico, encontra-se em muitos
tipos de frutos e em concentracdes elevadas no café (Manach et al.,, 2004; Han et al., 2007,
Leopoldini et al., 2011). Os acidos clorogénico e cafeico mostraram ser antioxidantes e exercer
um efeito inibitdrio sobre a reacdo de N-nitrosagéo in vitro, inibindo, deste modo, a formacéo de
compostos N-nitroso potencialmente mutagénicos e carcinogénicos (Han et al., 2007). Os

frutos que tém o maior teor nestes acidos sédo mirtilos, kiwis, ameixas, cerejas e magas.

z

O Aacido cafeico é geralmente o acido fendlico mais abundante nos frutos
representando, na maior parte dos casos, entre 75 % a 100 % do conteldo total de acidos
hidroxicinamicos. Os acidos hidroxicindmicos sdo encontrados em todas as partes do fruto,
embora as concentracdes mais elevadas sejam encontradas nas partes exteriores do fruto
maduro. As concentracdes geralmente diminuem durante o curso de amadurecimento, mas as
quantidades totais aumentam a medida que os frutos aumentam em tamanho. O acido ferulico
€ 0 acido fendlico mais abundante nos grdos de cereais, que constituem a sua principal fonte

alimentar (Manach et al., 2004).
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1.2.3 Os Flavonéides

Os flavondides apresentam uma estrutura comum caracterizada por dois anéis

aromaticos (denominados anel A e B) unidos por um anel heterociclico que contém um atomo

de oxigénio (anel C) (Figura 1.3).
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Figura 1.3 - Estrutura bésica dos flavonéides (Gomes, 2010).

De acordo com o grau de oxidacéo do anel C, o padrédo de hidroxilacdo e o substituinte

no atomo de carbono 3 os flavondides podem ser classificados em subclasses flavonoéis

(quercetina, miricetina, kaempferol), flavonas (luteolina, apigenina), isoflavonas (genisteina,

daidzeina), flavanonas (hesperetina, naringenina), flavanois (catequina, epicatequina,

galactocatequina) e antocianidinas (cianidina, malvidina, petunidina) (Figura 1.4)
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Figura 1.4 - Estrutura basica das diversas classes de flavonoides (Manach et al., 2004).
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Muitos flavondides ocorrem naturalmente como glucésidos, principalmente, de D-
glucose, L-ramnose, galactose e arabinose. Os flavonéis séo os flavondides mais onipresentes
nos alimentos, estando, geralmente, presentes em concentracdes relativamente baixas de 15 a
30 mg/kg de peso fresco. As fontes mais ricas sédo as cebolas, couve-flor, alho-porro, brécolos
e mirtilos. Os flavonois acumulam-se nos tecidos exteriores e elevatorios dos vegetais (pele e
folhas), porque a sua biossintese é estimulada pela luz. Deste modo, verifica-se a existéncia de
diferencas marcantes na concentracdo destes compostos entre frutos da mesma arvore e até
mesmo entre os diferentes lados de uma Unica peca de fruta, dependendo da exposicao a luz
solar. Da mesma forma, em vegetais folhosos, como alface e repolho, a concentracao de
glicosideos de flavonois é cerca de 10 vezes maior nas folhas externas verdes do que nas

folhas de cor clara internas (Manach et al., 2004).

As flavonas sdo muito menos comuns do que flavondides em frutas e legumes, sendo a
salsa e 0 aipo as suas principais fontes alimentares. As flavanonas encontram-se no tomate,
plantas aromaticas e, principalmente, nos citrinos. As isoflavonas encontram-se em
leguminosas e, por apresentarem agumas semelhancgas estruturais com 0s estrogénios, tém
propriedes pseudo-hormonais, sendo por isso designadas por fitoestrogénios. Os flavandis
podem existir nos alimentos na forma monomérica ou polimérica (taninos condensados ou
proantocianidinas), ndo ocorrendo nos alimentos em formas glicosiladas. Os frutos e
principalmente o cha e o chocolate constituem as primcipais fontes destes compostos (Manach
et al., 2004)

Quando as antocianidinas se encontram na sua forma de glicosideo séo conhecidas
como antocianinas (Castaneda-Ovando et al., 2009). As antocianinas sdo pigmentos que
originam as cores, vermelho, cor -de-rosa, azul ou roxo de frutos, plantas, flores e folhas. Elas
existem em diferentes formas quimicas, tanto coloridos como sem cor, de acordo com o pH
(McDougall et al., 2007). As antocianinas isoladas sdo altamente instaveis e muito suscetiveis
a degradacgdo. A sua estabilidade € afetada por varios fatores tais como pH, temperatura de
armazenamento, estrutura quimica, concentragdo, luz, oxigénio ou ides metélicos (Castaneda-
Ovando et al., 2009). Apesar de serem altamente instaveis na forma de agliconas
(antocianidinas), enquanto estiverem em plantas séo resistentes ao pH e as condic¢des de luz e
de oxidacgéo, sendo a sua degradacao evitada por glicosilagdo. Além disso, as antocianinas séo
estabilizadas através da formag&o de complexos com outros flavonéides (copigmentacéo). As
antocianinas encontram-se em concentragfes elevadas em frutos como os mirtilos, cerejas,

morangos ou amoras e no vinho tinto (Manach et al., 2004).
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Os flavondides sdo antioxidantes eficazes quer pela sua capacidade para eliminar
radicais livres, quer pelas suas propriedades como agentes quelantes de iBes metalicos. Os
flavondides inibem a enzima 6xido nitrico sintase, que gera éxido nitrico, o qual, para além de
ser uma espécie radicalar, pode, por sua vez, originar a formacao de peroxinitrito (Knekt et al.,
2002; Leopoldini et al., 2011). Contudo, sob certas condic8es, os flavonéides, podem também

comportar-se como pro-oxidantes.

Diferentes atividades biolégicas, incluindo actividade antibacteriana, antitrombdtica,
vasodilatadora, anti-inflamatéria e anticancerigena, mediadas por diferentes mecanismos,
estdo associadas aos flavonodides. Estudos in vitro indicam diferengas consideraveis no
potencial antioxidante de diferentes subgrupos de flavonoides, em funcdo das suas estruturas
quimicas. Mais ainda, essas diferencas de estrutura implicam, igualmente, diferencas na

biodisponibilidade, distribuicdo e metabolismo dos diferentes flavondides (Knekt et al., 2002).

Os flavondides tém demonstrado efeitos antiproliferativos, sendo capazes de induzir a
apoptose em diferentes linhas celulares tumorais e inibir a invasdo e a formacgdo de
metastases. Os flavondides parecem conseguir modular as vias de transducéo de sinal inibindo
a proliferacdo de células tumorais. Os flavonodides parecem inibir a agregacdo e aderéncia
plaguetaria contribuindo para a diminu¢do do risco de desenvolvimento de tromboses e da
aterosclerose. Estes compostos, parecem também aumentar a vasodilatacdo ao induzir o
relaxamento do musculo liso vascular. As investiga¢des bioquimicas dos mecanismos de acéo
de flavondides demonstraram que estes compostos podem induzir ou inibir uma grande
variedade de sistemas enziméticos, incluindo a expressdo de genes relacionados com as
enzimas de biotransformagdo. O seu consumo esta relacionado com uma menor incidéncia de
doencas cerebrovasculares, cancro de pulméo, cancro da prostata, diabetes tipo 2, asma, etc.
(Veeriah et al., 2006; Leopoldini et al., 2011).

1.2.4 Outros Polifendis e antioxidantes

Os taninos sdo um grupo de polifendis de elevado peso molecular sollveis em 4gua e
séo vulgarmente encontrados complexados com alcaldides, polissacarideos e proteinas. Estdo
divididos em dois grupos, os taninos condensados ou proantocianidinas e os hidrolisaveis. Os
taninos condensados sdo polimeros de flavanéis e os taninos hidrolisaveis sao polimeros de
acidos hidroxibenzoicos, principalmente acido gélico, e agUcares, principalmente glucose (Han
et al., 2007; Leopoldini et al., 2011).

Os lignanos séo formados por duas unidades de fenilpropano. A fonte alimentar mais
rica é a linhaca. Outros cereais, graos, frutas e certos legumes também contém vestigios
destes mesmos lignanos, mas concentracdes sdo muito baixas comparativamente a linhaca
(Manach et al., 2004).
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Os estilbenos s@o encontrados apenas em pequenas quantidades na dieta humana e
sdo estruturalmente caracterizados pela presenca de um ndcleo 1,2- difeniletileno e existem
sob a forma de monémeros ou oligbmeros. Dentro destes compostos detaca-se o resveratrol,
cujos efeitos anticancerigenos tém sido extensivamente estudados (Manach et al., 2004; Han
et al., 2007).

Para além dos polifentis as vitaminas, em particular as vitaminas C e E e os
carotenodides constituem outras importantes classes de antioxidantes veiculados pela dieta. Os
carotenodides e compostos relacionados com as cores da natureza, consistem num grupo de
mais de 600 pigmentos coloridos que ocorrem naturalmente sendo comuns em plantas, mas
apenas cerca de 24 sao comuns na alimentacdo humana. Nas plantas, eles tém funces
essenciais como pigmentos acessoérios na fotossintese e fotoprotecdo. A ingestdo de frutas e
vegetais ricos em carotenéides tem sido associada a reducéo do risco de uma variedade de
doencas comuns incluindo vérios tipos de cancro, doencas cardiovasculares, degeneragéo
macular e formacéo de cataratas (Palafox-Carlos et al., 2011).

1.2.5 Fatores que afetam a presenca de polifendis nos alimentos

O conteudo de compostos fendlicos nas plantas varia com a espécie, variedade, o
orgéo considerado, as condicdes fisioldgicas, o solo, clima e préticas agricolas (Boyer e Liu,
2004; Carbone et al.,, 2011; Candrawinata et al.,, 2013). A exposi¢do a luz tem um efeito
consideravel sobre a maioria dos flavonodides. O grau de maturagéo afeta consideravelmente
as concentracdes e as propor¢cBes dos varios polifendis. Também o armazenamento pode
afetar o conteddo de polifendis, que sao facilmente oxidados. Em geral, as concentragfes de
acidos fendlicos diminuem durante o amadurecimento, enquanto que as concentragdes de
antocianinas aumentam (Manach et al., 2004).

Os métodos de preparacao culinaria também tém um efeito significativo sobre o teor de
polifendis dos alimentos. Por exemplo, a moagem de tecidos de plantas pode conduzir a
degradacdo oxidativa de polifen6is como um resultado de rompimento celular e o contacto
entre a polifenol-oxidase citoplasmatica e substratos fendlicos presentes nos vacuolos.
Também o simples facto de retirar a pele de frutos e vegetais pode eliminar uma parte
significativa dos polifendis, porque estas substancias estdo muitas vezes presentes em
concentracbes mais elevadas nas partes exteriores do que na parte interna (Manach et al.,
2004).

Os polifendis presentes na pele e sementes de frutos podem servir como fontes
naturais de antioxidantes. Com efeito, o processamento dos frutos comestiveis para a
producdo de sumos naturais, sumos concentrados, doces em conserva ou polpas gera
sementes e cascas como desperdicio que em vez de serem descartadas podem se utilizadas e

valorizadas na obtencdo de polifendis puros ou de extratos ativos. A substituicdo de
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antioxidantes sintéticos por naturais pode apresentar vantagens devido a implicacdes na area
de salde e na funcionalidade. Os antioxidantes naturais tém como vantagem uma maior
solubilidade tanto em agua como em 0leo que é util na preparacdo de emulsbes e outras

formulagbes, como os hidrogeéis (De Oliveira et al., 2009).

1.3 O Processo digestivo

A digestdo humana é extracelular, pois ocorre no interior do tubo digestivo, e
compreende processos fisicos (mecanicos) como a mastigacao, a degluticdo e os movimentos
peristalticos e processos quimicos, gracas a acdo das enzimas secretadas por glandulas
anexas em varias partes do aparelho digestivo. Enzimas estas que promovem a hidrélise
enzimatica das macromoléculas ingeridas (proteinas, lipidos, glicidos e acidos nucleicos) na
presenca da agua, de forma que estas sejam transformadas em unidades capazes de serem
absorvidas para a corrente sanguinea pelas células da mucosa gastrointestinal (Gaboardi,

2013; Thiemann, 2013).

O aparelho digestivo humano possui um tubo musculoso, que engloba a boca, faringe,
esoéfago, estbmago, intestino delgado, intestino grosso e anus, ao qual ainda estdo associados

6rgéaos e glandulas que participam na digestao (Figura 1.5) (Lidon e Silvestre, 2010).

Boca
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Figura 1.5 - Sistema digestivo humano, incluindo o trato gastrointestinal e 6rgaos anexos (Giori, 2010)
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De forma resumida nos seres humanos, o processo digestivo comec¢a na boca ou
cavidade bucal, onde a desagregacdo mecanica e quimica do alimento tem lugar, da-se a
degradacéo inicial de polissacarideos e triglicerideos durante a mastigacédo e ensalivacao (por
acdo dos dentes e lingua, que tende a facilitar a acdo enzimatica). A saliva é composta
predominantemente por agua, que propicia a fluidificacdo do alimento, muco, que lubrifica,
amacia e facilita a degluticdo. A principal enzima da saliva € a amilase salivar que inicia a
digestdo de glucidos, o amido € hidrolisado a oligossacarideos e maltose e os taninos sédo
precipitadas pelas proteinas salivares (Lidon e Silvestre, 2010; Bouayed et al., 2011; Gido et
al., 2011). Outras enzimas presentes na saliva como a maltase e catalase sdo de menor
importancia porque séo produzidas em quantidades menores. O gosto € entdo detetado pelas
papilas linguais localizadas sobre a superficie da lingua. Os odores sdo detetados pelos
recetores do olfato inseridos na porcdo elevada do nariz. O paladar diferencia somente, o doce,
0 acido, o salgado, o amargo e o umami (Lidon e Silvestre, 2010; Thiemann, 2013).

Subsequentemente, o bolo alimentar é deglutido para a faringe que através de
movimentos voluntarios (ondas de contracdes e relaxamentos musculares ritmado) fazem com

que progrida para o es6fago e deste para o estdmago e depois para o intestino delgado.

As glandulas localizadas na parede estomacal produzem diariamente cerca de trés
litros de uma mistura contendo muco, agua, acido cloridrico, enzimas e sais, 0 suco gastrico. A
secrecao 4cida é estimulada por impulsos nervosos que chegam ao estdbmago, pela gastrina e
pela histamina. O suco gastrico dissolve o cimento intercelular dos alimentos, auxiliando a
fragmentacdo mecénica iniciada pela mastigacdo. A 4gua constitui um importante mecanismo
fluidificador dos alimentos, o muco lubrifica o bolo alimentar, além de proteger a parede do
estbmago contra a acdo das enzimas gastricas e do &cido cloridrico. O &cido facilita a
fragmentacéo de diversas macromoléculas, proporciona um pH 6timo para a digestéo proteica
e contribui para a ativagdo de enzimas presentes no suco gastrico, o pH acido ativa o
pepsinogénio em pepsina, além de exercer uma acdo germicida. As enzimas do suco gastrico
sdo a pepsina, lipase gastrica e amilase gastrica. A pepsina é uma enzima proteolitica, que tem
0 maximo de atividade a pH &cido (pH 2,0) tornando-se inativa a valores de pH superiores a
5,0. A accdo do suco gastrico sobre o bolo alimentar d&4 origem ao quimo (Lidon e Silvestre,
2010; Thiemann, 2013).

Do estbmago o quimo passa para o intestino delgado estimulando a mucosa duodenal
a produzir as hormonas secretina e pancreosina, que, por sua vez, estimulam o pancreas a
secretar 0 suco pancreatico contendo agua, enzimas (tripsina, quimotripsina, amilase
pancreética, lipase pancredtica, ribonuclease e desoxirribonuclease), e grandes quantidades
de bicarbonato de sodio para neutralizar a acidez do quimo e, assim, garantir a acdo das
enzimas pancreaticas. As enzimas proteoliticas sdo secretadas numa forma inativa sendo
ativadas apenas quando atingem o trato digestivo (Lidon e Silvestre, 2010; Thiemann, 2013).
No duodeno é igualmente descarregada a bilis proveniente da vesicula biliar. A biilis ndo

apresenta enzimas digestivas mas possui sais biliares (glicolato e taurocolato de sodio) que
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emulsionam as gorduras. O suco entérico é produzido pelo epitélio glandular das criptas de
Lieberkuhen, localizadas no intestino delgado. Este suco contém muco, cuja funcéo é proteger
a parede intestinal contra uma autodigestdo, e diversas enzimas que activam as enzimas
pancreaticas e que completam a digestdo de glicidos e proteinas. No intestino o quimo é
transformado em quilo, que apresenta entdo uma composigdo rica em aclcares simples,
aminoacidos, acidos gordos e glicerol (Lidon e Silvestre, 2010; Gido et al., 2011; Bouayed et
al., 2011; Gaboardi, 2013; Thiemann, 2013).

Os nutrientes nas suas formas mais simples sdo entdo absorvidos através da parede
intestinal, enquanto a agua é reabsorvida. No intestino grosso (que ndo possui vilosidades nem
secreta sucos digestivos) ocorre, entdo, a absorcdo de agua, quer a ingerida quer a
proveniente das secrecdes digestivas, e sais, e, por acdo de numerosas bactérias que compde
a flora intestinal, processa-se a dissolucao de restos alimenticios ndo assimilaveis, conduzindo
assim a formacéo de fezes. A fermentacdo bacteriana que ocorre no intestino grosso colénico
também desempenha um papel chave na liberag&o de nutrientes e ndo nutrientes, tornando-os
disponiveis para a absor¢éo através da barreira intestinal (Lidon e Silvestre, 2010; Bouayed et
al., 2011; Giéo et al., 2011; Gaboardi, 2013; Thiemann, 2013).

1.4 Bioacessibilidade e Biodisponibilidade de Polifendis

Um dos principais temas a respeito dos efeitos benéficos dos polifendis é a sua
biodisponibilidade e destino metabdlico. A investigacdo sobre a biodisponibilidade de
compostos fendlicos e outros antioxidantes de matrizes sélidas é importante, uma vez que
apenas 0s compostos libertados da matriz do alimento e/ou absorvidos no intestino delgado
ficam biodisponiveis e em condicao de serem utilizados para as fun¢des do corpo, podendo,
assim, exercer 0s seus efeitos benéficos (Briones-Labarca et al., 2011; Palafox-Carlos et al.,
2011).

A bioacessibilidade é definida como a quantidade de cada composto ingerido que fica
disponivel para absor¢éo no intestino apos digestdo. Por outro lado, o termo biodisponibilidade
€ por vezes utilizado numa visdo mais ampla que ja contempla a quantidade disponivel no local
de acdo, ou seja, ja envolve a fragdo assimilada pelas células. A biodisponibilidade dos
nutrientes é normalmente determinada pela medicdo da sua concentragdo plasmatica (ensaio
in vivo). Tanto a bioacessibilidade como a biodisponibilidade dependem das caracteristicas dos
compostos e da matriz alimentar em que estéo inseridos e, ainda, de fatores de variabilidade
individual, como, por exemplo a acidez do estdmago ou as concentracbes e atividades
enzimaticas, o estado fisiolégico, a dose de cada composto e a natureza dos outros
componentes da refeicdo. Em muitos casos, a biodisponibilidade e bioacessibilidade dos
nutrientes sao regidas pelas propriedades fisicas da matriz alimentar, que afetam a eficiéncia
do processo de digestdo (Parada e Aguilera, 2007; Bouayed et al., 2011).
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Vérios estudos tém realcado a fraca biodisponibilidade de varios grupos de polifendis
refletida pela sua baixa concentracdo no plasma. Com efeito, mesmo quando ingeridos em
quantidades relevantes na dieta, as concentracde plasmaticas dos antioxidantes, apos ingestédo

normal, raramente ultrapassam os nanomolares (Palafox-Carlos et al., 2011).

A biodisponibilidade dos polifendis depende de uma variedade de fatores, incluindo a
libertagdo a partir da matriz durante a digestdo gastrointestinal, o metabolismo pela flora
intestinal, a eficiéncia da sua passagem transepitelial, a absor¢do celular, o metabolismo
intracelular, a distribuicao e a excrecéo (Tagliazucchi et al., 2010; Bouayed et al., 2011; Giao et
al., 2011).

A digestdo é um processo fisiolégico que permite a extracdo de macronutrientes,
micronutrientes e fitoquimicos a partir da matriz de alimento, para a absorcdo subsequente
(Bouayed et al., 2011). O trato gastrointestinal pode ser considerado como um extrator onde
tanto a acdo mecéanica, como a ac¢do quimica e enzimatica contribuem para a extracdo de
compostos fendlicos de matrizes sélidas (Tagliazucchi et al., 2010). Assim, para avaliar o
significado biol6gico dos polifendis sobre a sadde humana é necesséario conhecer ndo s6 os
niveis de ingestdo mas também a quantidade que apresenta biodisponibilidade (Gido et al.,
2011). Apenas os polifendis que sao solubilizados a partir da matriz do alimento e que ndo séo
destruidos durante a digestao gastrointestinal sdo realmente bioacessiveis e, por conseguinte,

potencialmente biodisponiveis (Tagliazucchi et al., 2010).

O metabolismo de polifendis ocorre através de uma via comum. A maior parte dos
polifendis estdo presentes na alimentacdo sob a forma de ésteres, glicosideos, ou polimeros
que ndo podem ser absorvidos na sua forma nativa. Estas substancias tém de ser hidrolisadas
pelas enzimas intestinais ou pela microflora do cdlon antes de poderem ser absorvidas.
Quando a flora esta envolvida, a eficiéncia de absorcéo € frequentemente reduzida porque a
flora também degrada as agliconas produzindo diversos acidos aromaticos simples. Depois de
absorvidos os polifendis sdo metabolizados, no intestino delgado e no figado, sofrendo,

principalmente metilagéo, sulfatacao e glucuronidacdo (Manach et al., 2004).

Sabe-se que os polifenéis sdo capazes de penetrar nos tecidos, particularmente
aqueles em que eles sdo metabolizados, mas a sua capacidade de se acumular no interior de
tecidos-alvo especificos ainda necessita mais investigacdo. Os polifendis e os seus derivados
séo eliminados principalmente na urina e bilis. Estes sdo segregados através da via biliar para
0 intestino, onde podem ser submetidos & agdo de enzimas bacterianas, especialmente de
glucuronidases, podendo ser reabsorvidos nos segmentos distais do intestino. Esta reciclagem
enterohepatica pode levar a uma maior presenca de polifendis no interior do corpo (Manach et
al., 2004).

Durante a digestdo gastroinetstinal, os polifendis podem ou interagir com outros
componentes alimentares, ser ainda mais degradados (tais como antocianinas no intestino
delgado), ou metabolizados, por exemplo, por hidrélise. Essas mudancas estruturais podem
afetar tanto a sua posterior absor¢cdo como a sua bioatividade (Bouayed et al., 2011). Além
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disso, mais efeitos indiretos da dieta em varios parametros da fisiologia do intestino (pH,
fermentacdes intestinais, excrecao biliar, tempo de transito, etc.) podem ter consequéncias
sobre a absorcdo dos polifendis. As enzimas transportadoras envolvidas na absorcdo e
metabolismo dos polifendis também podem ser induzidas ou inibidas pela presenca de alguns
micronutrientes ou xenobidticos (Manach et al., 2004).

Desta forma, a atribuigdo inequivoca de atividade antioxidante bioldgica, mesmo que
detetada in vitro, a compostos isolados e identificados de um extrato ndo é facil, pois varios
fatores tém de ser avaliados. A biodisponibilidade de cada antioxidante difere grandemente
devido a enorme diversidade estrutural e a origem dietética e o0s antioxidantes mais
abundantes em frutos ingeridos ndo sao necessariamente 0s que conduzem a maiores
concentracdes de metabolitos ativos nos tecidos-alvo, quer seja porque tém uma atividade
intrinseca inferior ou porque sao pouco absorvidos a partir do intestino, altamente
metabolizado, ou rapidamente eliminados. Dentro dos varios fatores que influenciam este
parédmetro, h& que ter em conta, a estabilidade sob condi¢cfes gastrointestinais e a libertacdo a
partir da matriz alimentar, especialmente a partir de sélidos, o pH, a temperatura, presenca de
inibidores ou potenciadores de absorcdo, a presenca de enzimas, hospedeiro, a acdo
sinergistica dos constituintes supostamente ativos, interacdes quimicas com outros
fitoquimicos e biomoléculas presentes nos alimentos sua absorcdo pelo sistema
gastrointestinal, possiveis atividades tdxicas colaterais, velocidade de metabolizacdo e
excrecgdo, etc. (Manach et al., 2004; Han et al., 2007; Parada e Aguilera, 2007; De Oliveira et
al., 2009; Tagliazucchi et al., 2010; Bouayed et al., 2011; Palafox-Carlos et al., 2011).

Por exemplo, a muito baixa biodisponibilidade de antocianinas pode ser atribuida, pelo
menos parcialmente, & elevada instabilidade destas moléculas nas condi¢des alcalinas do
intestino delgado. A partir de estudos sobre a simulacdo da digestdo gastrointestinal humana
verificou-se que as antocianinas, embora estaveis nas condi¢cdes &cidas do estbmago, sdo
menos estaveis ao pH elevado do intestino delgado (McDougall et al., 2007; Tagliazucchi et al.,
2010).

A fibra dietética, a componente da parede celular indigerivel de material vegetal,
considera-se desempenhar um papel importante na dieta humana e na saude, no entanto, ha
evidéncias indicando que estes aclUcares complexos interagem diretamente com o0s
antioxidantes e interferem com a assimilacdo adequada destes compostos. Atualmente existem
evidéncias que indicam que a microestrutura dos alimentos afeta a biodisponibilidade,
principalmente dos antioxidantes (Manach et al., 2004; Parada e Aguilera, 2007; Palafox-Carlos
et al., 2011). Independentemente da sua biodisponibilidade, os polifenéis alimentares podem
desempenhar um papel importante na protecdo do proprio trato gastrointestinal de danos
oxidativos e cancro. Os compostos que estdo presentes em baixas concentra¢cdes no plasma
podem estar presentes no Iimen do gastrointestinal em concentracfes muito maiores apds o
consumo direto de uma refeicdo rica em vegetais, fruta e seus derivados. Neste caso, 0s

fatores mais importantes para determinar os potenciais efeitos benéficos dos polifendis sobre
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as células epiteliais do intestino sdo a sua estabilidade e a sua bioacessibilidade sob condicées

gastrointestinais (Tagliazucchi et al., 2010).

1.5 Simulagéo in vitro da digestéo gastrointestinal

Muitas técnicas tém sido propostas para a quantificacdo da biodisponibilidade dos
compostos veiculados pela alimentacdo. Os métodos mais confiaveis para estudos de
biodisponibilidade consistem na medicdo da absor¢cdo in vivo em seres humanos utilizando
uma técnica de marcacdo. Os ensaios in vivo com humanos séo, contudo, demorados, muito
caros, e complicados, para além de produzirem resultados variaveis. Os métodos in vitro estédo
a ser amplamente utilizados no presente, uma vez que séo rapidos, seguros e nao tém as
restricbes éticas dos métodos in vivo. Os métodos in vitro consistem em simular os processos
de digestdo e absorcdo (para biodisponibilidade) ou apenas o processo de digestdo (para
bioacessibilidade) e a resposta medida é a concentracdo de um nutriente em algum tipo de
extrato final, permitindo desta forma estudar as mudancas que ocorrem nos componentes da
dieta durante a digestdo gastrica e intestinal, e os fatores que afetam a sua disponibilidade
(Parada e Aguilera, 2007; Bouayed et al., 2011; Briones-Labarca et al., 2011).

Tem sido demonstrado que os modelos de avaliagdo da biodisponibilidade pelo método
in vitro podem ser bem correlacionados com os resultados de estudos em seres humanos e
animais (Bouayed et al., 2011). Os modelos de simulacdo da digestdo gastrointestinal (modelos
Gl) tentam reproduzir as condi¢des fisiologicas da boca, estbmago e intestino delgado durante
a mastigacdo, digestdo e absor¢cdo. De um modo geral, dividem-se em duas grandes
categorias: modelos estaticos ou seja modelos que ndo imitam os processos fisicos, tais como
corte, mistura, hidratacdo, e assim por diante, enquanto os modelos dindmicos incluem
processos fisicos e mecanicos e mudancgas temporais nas condigfes luminais para imitar as
condi¢cdes in vivo. Estes Ultimos sdo especialmente Gteis quando a condicéo fisica da digestdo
(mistura de particulas de alimentos ingeridos e fluidos liberados durante a digestdo) muda ao
longo do tempo (por exemplo, tamanho de particula e viscosidade). O processo de digestédo
num modelo Gl estatico € simulado sob condi¢Bes controladas utilizando enzimas digestivas
comerciais, por exemplo, a pepsina géstrica e a pancreatina (mistura das enzimas
pancreaticas), enquanto que o processo de absorcdo final € geralmente avaliado utilizando
culturas de células Caco-2. A linha celular Caco-2 consiste numa linha imortalizada de células
de carcinoma do célon humano, que expressa os diversos transportadores celulares (Parada e
Aguilera, 2007).

A determinacdo da biodisponibilidade/bioacessibilidade dos polifendis constitui um
passo importante para a verificagcdo da manutencédo das propriedades bioativas verificadas in
vitro para a realidade in vivo. Com efeito, os polifenois bioacessiveis presentes num

determinado alimento podem diferir quantitativa e qualitativamente dos extraidos com métodos
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quimicos. Deste modo, os mais polifendis bioacessiveis ndo sdo necessariamente aqueles que

se encontram presentes em maior concentracdo nos alimentos (Tagliazucchi et al., 2010).

Verificou-se em estudos que os polifendis com a maior atividade antioxidante a pH
acido ndo sdo necessariamente aqueles com a atividade antioxidante mais elevada, a pH
neutro ou ligeiramente alcalino. Neste sentido, pode especular-se que as células intestinais
podem ser mais eficientemente protegidas contra o stress oxidativo por polifendis que tenham
uma maior capacidade sequestrante a pH alcalino enquanto que no estomago podem ter maior
efeito os polifen6is que possuam maior capacidade sequestrante a pH acido (Tagliazucchi et
al., 2010). Em geral, tanto o estbmago como o trato intestinal estdo constantemente expostos a
ROS. Assim, os antioxidantes, mesmo quando néo absorvidos, podem desempenhar um papel
importante na prevencao de doencas do trato gastrointestinal resultantes da atuacdo das ROS

geradas no limen do intestino (Bouayed et al., 2011).

1.6 Alimentos Funcionais

Os estudos realizados que correlacionam a alimentacdo com a salde sédo cada vez
mais e as provas de que a alimentacéo é fundamental para promover um bom funcionamento
do organismo e prevenir doencas séo claras. Por esta razdo cientistas e industrias alimentares
investem cada vez mais na pesquisa, de forma a conhecer 0s principais compostos
responsaveis pelos beneficios na sadde, para melhorarem e criarem novos produtos com o
objetivo de promoverem uma vida mais saudavel e, desta forma, prevenir doencgas. A dieta
alimentar humana deve ser completa, equilibrada e variada, devendo incluir alimentos de todos
0s grupos alimentares, mesmo que em quantidades diferentes. Os alimentos naturais,
principalmente os de origem vegetal, como as frutas e hortalicas, que desde a antiguidade s&o
referidos como essenciais por terem propriedades benéficas, devem ser ingeridos em maior
guantidade. J& as gorduras e os aglcares deverdo ser consumidos com moderacdo e em
guantidades menores. O essencial € reunir através da alimentacdo todas as substéncias
nutritivas, nomeadamente, proteinas, acidos gordos, acUcares, vitaminas e minerais nas
quantidades ideais para um 6timo funcionamento do organismo e manutencdo de um estado

fisiolégico saldavel (Lidon e Silvestre, 2010).

No entanto, as condi¢des ideais nem sempre séo realistas e o estilo de vida moderno
reflete-se numa vida com falta de tempo para preparar refeicdes equilibradas e a procura de
solugbes rapidas que na maioria das vezes ndo sdo as mais saudaveis. Associado a
alimentacdo incompleta e inadequada tém-se verificado um crescimento de doengas cronicas
degenerativas e outras como a obesidade e diabetes ligadas aos consumos excessivos de
gorduras e acucares e a falta de alimentos de origem vegetal. Assim, os alimentos
naturalmente enriquecidos nutricionalmente poderdo ser uma mais-valia no reforco dietético,
sem necessidade de recorrer a suplementos. Os alimentos funcionais muito referidos hoje em

dia, sdo alimentos ou ingredientes que para além das propriedades nutricionais basicas,

22



apresentam efeitos metabdlicos e fisioldgicos benéficos para a saude, quando consumidos
usualmente na dieta (Lidon e Silvestre, 2010).

As frutas e legumes sdo incluidos no grupo dos alimentos funcionais por serem
capazes de promover a boa saude e prevenir ou aliviar doencas (Kaur e Kapoor, 2001). Com
efeito, estudos epidemiolégicos tém descrito os efeitos benéficos do consumo de frutas e
vegetais com elevado teor de compostos fendlicos para a prevencgdo de doencas humanas, tais
como as cataratas, diabetes, doenca de Alzheimer, asma e doencas cardio e
cerebrovasculares e cancro, especialmente do trato gastrointestinal. Os efeitos de prote¢céo
fornecidos por frutas e legumes contra estas doencas, que sao marcadamente associadas com
o0 stress oxidativo, tém sido atribuidos a presenca de compostos antioxidantes, em particular de
polifendis (Boyer e Liu, 2004; Bouayed, 2010; Tagliazucchi et al., 2010; Landete, 2012).

Desta forma a determinacdo da capacidade antioxidante em frutas e legumes é
fundamental tendo em conta que fazem parte da alimentac&o didria da populacdo e podem por
isso contribuir fortemente para a melhoria da saude e bem-estar reduzindo o risco de doencas,
que se traduz numa melhoria na qualidade de vida. A fruta é um dos alimentos mais nutritivos
na dieta humana. O valor dietético destes alimentos baseia-se principalmente no seu teor em
fiboras e micronutrientes, assim como em substancias bioativas n&do nutricionais,
nomeadamente, os fitoquimicos, incluindo compostos polifendlicos (Candrawinata et al., 2013).
Ha que ter em conta que o valor nutricional e atividade bioldgica relacionada com a ingestédo de
frutos dependem ndo s6 da concentracdo, mas também da quantidade desses alimentos
consumidos diariamente. As macas sdo uma das principais frutas frequentemente consumidas.
Desta forma os compostos fendlicos da magad como fonte de antioxidantes na dieta podem
fornecer uma protecdo essencial contra os radicais livres e consequentes contra as doencgas

associadas aos danos oxidativos (Lee et al., 2003).

1.7 As Macas

As macas sdo frutas conhecidas e difundidas do género Malus (cerca de 25 espécies),
pertencente a familia Rosaceae, e sub-familia das Pomadideas (Ferreira, 1994; Cindri¢, et al,
2012). A cultura da arvore que d4 macéas, comumente chamada de macieira mas que também
tem outros nomes de uso mais regional como "maceira”, "macézeira" e "mancaneira” ou
"macaneira”, ja era praticada cinco séculos antes de Cristo pelos gregos e romanos que a
espalharam pela Europa e Asia. Na idade média concentrou-se sobretudo nas zonas de
influéncia das ordens religiosas. Diversas variedades foram selecionadas e propagadas por
enxertia ha mais de 2000 anos. Quando os europeus se instalaram nos novos mundos, muitas
macas foram levadas para essas regides e as suas sementes deram origem a novas

variedades (Ferreira, 1994).
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A maca é uma boa fonte de componentes nutritivos e ndo-nutrientes. As macas tém um
papel importante na dieta humana devido aos seus monossacaridos, minerais, fibras, vitamina
C e determinados compostos fendlicos (Balazs et al., 2012). As magas estao entre aos frutos
mais amplamente cultivados e consumidos, sendo a Malus domestica a espécie mais comum,
principalmente devido & sua disponibilidade ao longo de todo ano. H& muitas variedades de
macds com diferentes tamanhos, formas, contelidos de agucar, niveis de acidez e firmeza
(Candrawinata et al., 2013).

As variedades em estudo neste trabalho fazem parte das variedades mais consumidas
e apreciadas no nosso pais e entre elas apresentam diferencas significativas de aspeto e de
caracteristicas sensoriais. As variedades estudadas foram a Reineta, Granny Smith e

Starking/Red Delicious, cujas caracteristicas sao referidas de seguida.

1.7.2 Maca Reineta

A macé Reineta corresponde a uma variedade de maga muito vigorosa e rustica tendo
0s seus frutos grande procura. Esta variedade tem origem na Franga, sendo uma mutagéo
brozeada da Reineta do Canada. A época de colheita € em principios de Setembro, sendo que
esta macad apresenta grande sensibilidade & queda em pré-colheita. A arvore apresenta um
porte pendente, ramificacdo pouco numerosa, vigorosa de madeira flexivel. A sua
produtividade é média, apresenta uma lenta entrada em producdo, sendo que fruitifica
principalmente em madeira velha (de mais de 3 anos) com uma alternancia média. No que
respeita a resisténcia as doencas esta variedade € pouco sensivel ao pedrado, medianamente

sensivel ao oidio, muito sensivel ao cancro (Nectria galligena Bres.) (Ferreira, 1994).

Esta macé apresenta um calibre grande e irregular, tem uma forma achatada com
assimetrias no desenvolvimento, apresentando uma epiderme rugosa, fragil, pouco cerosa,
parda e muito sensivel ao fendilhamento (Figura 1.6). O seu pedinculo é muito curto e grosso

e a sua polpa é sucosa, acidula, doce e agradavelmente perfurmada.

Figura 1.6 - Aspecto da macé Reineta.

24



1.7.3 Maga Granny Smith

Em Portugal ha condicdes para a cultura da variedade Granny Smith, sobretudo nas
regides mais quentes. Todavia, se ndo for colhida verde, os frutos coram com frequéncia,
caracteristica de melhor qualidade mas que nao € admitida pela normalizacdo. A variedade
Granny Smith tem origem na Australia, Sidney. A arvore apresenta um porte ereto com
ramificagdo pendente e tendéncia para o desguarnecimento, sendo muito vigorosa. A sua
produtividade é média a elevada e é muito sensivel ao pedrado, sensivel ao oidio e ao cancro

(Nectria galligena Bres) (Ferreira, 1994).

Os frutos (Figura 1.7) apresentam um calibre médio e homogéneo, uma forma semi-
elevada, levemente tronco-cénica, regular. A sua epiderme apresenta uma cor verde ficando
amarela quando madura, tém cuticula espessa, resistente, cerosa, com laivos de vermelho
violaceo do lado do sol, lenticulas redondas brancas muito evidentes. O peddnculo € comprido,
fino e flexivel. Quanto a sua polpa esta é branca, fina, consistente, muito sucosa, pouco doce,
acidula, discretamente aromatica, farina quando madura.

b

W,

Figura 1.7 - Aspecto da maca Granny Smith

1.7.4 Maca Starking delicious/Red delicious

A maca Starking é um clone da variedade Delicious e é originaria de um rebento de raiz
dum porta-enxerto que frutificou em 1872 no estado de lowa nos Estados Unidos da América.
A arvore apresenta um porte semi-ereto € muito vigorosa e muito sensivel as baixas
temperaturas durante a floragdo. A sua produtividade é boa mas tem uma entrada lenta em
producéo e frutifica essencialmente em madeira de dois e trés anos. Quanto a resisténcia as

doencgas é pouco sensivel ao oidio muito sensivel ao pedrado (Venturia inequalis Wint), muito
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sensivel ao cancro (Nectria galligena Bres) e ao cancro papiraceo (Diaporthe perniciosa), muito

sensivel a asfixia radicular, aos acaros e aos afideos (Ferreira, 1994).

O fruto apresenta um calibre médio a grande, irregular, a sua forma é alongada, tronco-
conica, costada (5 l6bulos junto a fossa apical) e irregular. Apresenta uma epiderme vermelha
estriada em parte ou na quase totalidade do fruto, sobre fundo amarelo. O pedunculo é de
comprimento médio e inclinado. A polpa apresenta-se branca creme, fina, consistente, sucosa,
doce, aromatica (ananas) pouco acidula e muito agradavel (Figura 1.8). A sua conservacgao
ndo deve ultrapassar os seis meses a + 2° C. Perde rapidamente a qualidade apos a saida do
frigorifico (farinamento). E sensivel ao escaldio e acastanhamento interno e por vezes mantém

a cavidade pistilar aberta, o que permite a infecéo do interior do fruto.

Figura 1.8 - Aspecto da maca Starking.

1.7.5 Caracteristicas Nutricionais da Mac¢a

De uma forma geral, os frutos tém uma composicéo variada e equilibrada. Eles s&o
moderadamente enérgicos, no que diz respeito a ingestdo de calorias e sdo bem equilibrados
em teor de aglcar e de acido, apresentando um sabor agradavel, que é geralmente apreciado
pelos consumidores. A por¢cdo comestivel magas frescas contém 75 a 95% de agua, em que 0s
minerais como K, Mg, Ca e Na e oligoelementos, tais como o Mn, Cu, Fe, B, F, Se e Mo se
encontram dissolvidos. Uma grande diversidade de vitaminas estd presente, mas as vitaminas
do complexo B sdo as mais abundantes. O contetddo de fibra, como pectinas, celulose,
hemicelulose e lenhina, nas magéds € elevado quando comparado com o de outros frutos
frescos. As proteinas e os lipidios dao um pequeno contributo ao suprimento energético devido

as suas concentracdes relativamente pequenas (Feliciano et al., 2010; Cindri¢ et al, 2012).

As macas constituem uma importante parte da dieta humana, pois elas sao uma fonte

de aguUcares, acidos e varios compostos biologicamente ativos, tais como 0s compostos
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fendlicos, que séo responsaveis pela maior parte da sua atividade antioxidante. A concentracéo
destes compostos fendlicos, particularmente das antocianinas, é fortemente dependente do
modo de cultivo e da maturidade das macéds e esta intimamente relacionado com as suas
qualidades nutricionais e sensoriais, tais como o sabor e cor. Além disso, estudos recentes tém
mostrado que a colheita da magd também pode influenciar substancialmente a atividade
antioxidante total e outros aspetos fisico-quimicos, tais como a cor, a matéria seca, o pH e o
teor total de solidos soluveis, aglcares, acidos fendlicos e antocianinas. Estes parametros
podem fornecer informag@es importantes para o consumidor em termos de reconhecimento de
uma fruta mais nutritiva (Vieira et al., 2009). Nas tabelas 1.3 e 1.4 apresenta-se a composi¢ao
média de macas com casca e ainda a informacé&o nutricional analisada por outros autores nas
variedades Reineta, Granny Smith e Sarking.

Tabela 1.3 - Composicdo média de seis variedades de magd com casca em vitaminas e minerais
(Adaptado de INSA, 2014).

Componentes Valor por 100 g de parte edivel
Energia, kcal 57
Energia, kJ 238
Agua, g 82,9
Proteina, g 0,2
Gorduratotal, g 0,5
Total de Hidratos de Carbono disponiveis, g 134
Total de Hidratos de Carbono expresso em monossacaridos, g 13,6
Mono+dissacéridos, g 134
Acidos organicos, g 0,20
Alcool, g 0
Amido, g 0
Oligossacéridos, g 0
Fibra alimentar, g 2,1
Acidos gordos saturados, g 0,1
Acidos gordos monoinsaturados, ¢ 0
Acidos gordos polinsaturados, g 0,2
Acidos gordos trans, g 0
Acido linoleico, g 0,1
Colesterol, mg 0
Vitamina A total (equivalentes de retinol), ug 4,0
Caroteno, mg 26
Vitamina D, ug 0
a-tocoferol, mg 0,59
Tiamina, mg 0,020
Riboflavina, mg 0,030
Equivalentes de niacina, mg 0,20
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Tabela 1.3 (continuacgdo) - Composicdo média de seis variedades de maga com casca em vitaminas e
minerais (Adaptado de INSA, 2014).

Componentes Valor por 100 g de parte edivel
Niacina, mg 0,10
Triptofano/60, mg 0,10
Vitamina B6, mg 0,040
Vitamina B12 , ug 0
Vitamina C, mg 7,0
Folatos, ug 5,0
Cinza, g 0,32
Sodio (Na), mg 6,0
Potéassio (K), mg 139
Célcio (Ca), mg 6,0
Fosforo (P), mg 8,0
Magnésio (Mg), mg 8,0
Ferro (Fe), mg 0,2
Zinco (Zn), mg 0

Tabela 1.4 - Informacéo nutricional das variedades Granny Smith, Reineta e Starking (Almeida e Pintado,
2007).

Fibra AcuUcares Proteina

. . Gordura
p alimentar totais total .
Agua total Cinza total

Variedade (kcal) (9/100g) (g/100g) (g/100g) (g/100g9) (g/100g) (g/100g9)

Energia

Granny
Smith 45,2+2,2  87,7+0,8 1,9+0,0 11,5+0,8 0,47+0,03 0,10+0,00 0,20+0,01

Reineta 61,2+0,9 81,7+0,1 2,4+0,1 17,5+0,1 0,47+0,03 0,10+0,00 0,28+0,01

Starking 52,2+1,8 84,3+0,5 2,0+0,1 15,1+0,5 0,33+0,03 0,10+0,00 0,20+0,00

A cor da casca, a firmeza, o teor em soélidos sollveis e acidez sao parametros
importantes na avaliacdo das macéas. A cor dos frutos pode ser caracterizada com base nas
coordenadas cromaticas luminosidade (L*), croma (C*) e tonalidade (h). As diferentes
coloracbes da casca traduzem diferencas nos pigmentos dominantes e na sua concentracéo.
Uma vez que alguns pigmentos das macas (por ex. antocianinas e carotenos) possuem uma

elevada atividade antioxidante, as diferencas de cor traduzem-se em diferencas na atividade
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antioxidante de frutos (Almeida e Pintado, 2007). O teor em sélidos sollveis e acidez séo
importantes porque a percecdo sensorial das macas depende, em larga medida, da relacdo
entre o teor de aclcares (teor em soélidos sollveis) e o teor em acidos organicos (acidez
titulavel) (Almeida e Pintado, 2007). Na Tabela 1.5 apresentam-se algumas destas

caracteristcas para as variedades de macé estudadas.

Tabela 1.5 - Algumas caracteristicas fisico-quiimicas e sensoriais das variedades Granny Smith, Reineta
e Starking (Almeida e Pintado, 2007).

Granny Smith Reineta Starking
Classe coloracédo
epiderme Verde Parda Vermelha
Luminosidade 52,8+0,8 43,5+0,7 26,7+1,3
Croma 29,9+0,4 20,8+0,4 26,0+1,1
Tonalidade (°) 121,2+0,3 23,2+1,3 18,5+1,1
Firmeza da polpa (kgf) 6,340,2 6,3+0,2 6,7+0,2
Sélidos soluveis
(9/1009) 10,840,6 15,0+0,3 13,2+0,5
Acidez titulavel (g
malato/100g) 0,60+0,00 0,73+0,03 0,2+0,00
pH 3,36+0,01 3,33+0,01 4,08+0,01
Classe Acida Acida Doce
Razéo
acucares/acidos 18+1 21+1 66+2

As variedades Granny Smith, Reineta e Starking sdo semelhantes em termos de
firmeza da polpa. As variedades Reineta e Granny Smith tém maior acidez total do que a
Starking, sendo classificadas como macas acidas enquanto que a Starking é classificada como

uma maca doce (Almeida e Pintado, 2007).

1.7.6 Producéo e Consumo de Maca

A maca € um dos frutos mais amplamente produzidos e consumido em todo o mundo,
a maior parte da producao de maca é consumido em fresco, sendo o restante consumido na
forma de sumos, concentrados e purés. Considerando tanto a fruta fresca como os produtos

processados, em conjunto, as macas aparecem em primeiro lugar no consumo de frutos
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(Lamperi et al., 2008; Bouayed et al., 2011; Kevers et al., 2011). Quanto a produgdo mundial a
China é sem davida o maior produtor, tendo produzido em 2012, 37.000.000.00 toneladas, em
segundo lugar, e bastante afastados, encontram-se os Estados Unidos da América com
4.110.046.00 toneladas produzidas em 2012, seguindo-se a Turquia e a Polonia com
2.889.000.00 e 2.877.336.00 toneladas respetivamente (www.FAOstat.com, acedido em
Janeiro 2014).

A producé@o de magd em Portugal nos dltimos anos, entre 2005 e 2012 (tabela 1.6),
apresentou-se um pouco irregular reflexo da situacdo econémica no nosso pais e de algumas
irregularidades nas condicdes climaticas (www.FAOstat.com, acedido em Janeiro 2014). No
entanto neste ano (2013/2014) registaram-se aumentos significativos de producdo de maca,
com mais 25 por cento, sendo previsivelmente a melhor campanha do dltimo quinquénio

(www.agrotec.pt, acedido em Dezembro 2013).

Tabela 1.6 - Produgéo de maga em Portugal (www.FAOstat.com, acedido em Janeiro 2014).

Area colhida (ha) Producao (toneladas) Rendimento (kg/ha)
2005 21 292,00 249 143,00 117 012,00
2006 20 674,00 258 382,00 124 979,20
2007 14 558,00 245 471,00 168 615,88
2008 13 757,00 237 011,00 172 283,93
2009 12, 65,00 236 146,00 209 427,78
2010 12 450,00 212 902,00 171 005,62
2011 12 539,00 247 229,00 197 168,04
2012 12 900,00 186 000,00 144 186,05

No que diz respeito as exportacdes e importagfes (tabela 1.7) que constituem parte
fundamental do rendimento econdémico num pais, nos ultimos anos (2005 a 2012) a tendéncia
observada é a diminuicdo das importagbes o que significa um melhor grau de
aprovisionamento em Portugal e um aumento nas exportacdes sendo que o objetivo é
aumentar estes valores (www.FAOstat.com, acedido em Janeiro 2014). Note-se que as
exportacdes (saidas) aumentaram muito significativamente de 2000 a 2011 (de 2,6 M€ para
cerca de 11 M€) mas o peso do valor das exportagbes de maga no setor agricola é atualmente
de apenas 2% (Globalagrimar, 2013). O Grau de Autoaprovisionamento, em 2011, foi superior
a 87%. A quase totalidade da producédo nacional destina-se ao mercado interno, como se pode
constatar pelo Grau de Abastecimento do Mercado Interno que se situa em valores muito
préximos (80%) (Globalagrimar, 2013).
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Tabela 1.7 - Exportacdo/Importacdo de mag¢d em Portugal (www.FAOstat.com, acedido em
Janeiro 2014).

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011

Quantidade
exportada 8397,00 9159,00 8560,00 991500 10678,00 898500 20 486,00
(toneladas)

Quantidade
importada 74 130,00 68508 85698,00 70210,00 63097,00 56043,00 57 494,00
(toneladas)

A maca com todas as suas caracteristicas parece ser um produto com um potencial de
crescimento tendo em conta que 0 nosso pais apresenta as condigBes Otimas para a sua
producéo e que os consumidores mostram grande interesse neste fruto. E por isso necessario
aumentar a producdo contrariando os ultimos anos, orientar para novos mercados e para o
mercado externo, melhorar as capacidades de producdo e conservagdo e consequentemente
melhorar a apresentagcédo do produto ao consumidor apostando na diferenciagéo pela qualidade
e seguranca alimentar (Globalagrimar, 2013). Sendo ainda a mag¢a um fruto com comprovada
elevada capacidade antioxidante, ha que apostar na otimizacdo dos processos de producéo de
forma a controlar os fatores que influenciam os teores de antioxidantes e desta forma controla-

los para obter macas com os melhores teores destes compostos.

1.7.7 Antioxidantes em macgas

Devido a sua disponibilidade no mercado durante todo o ano, as magés constituem os
frutos mais consumidos em muitas dietas ocidentais, e séo, portanto, das principais fontes de
antioxidantes exdgenos da dieta no corpo humano principalmente na Europa e Estados Unidos
da América (Lamperi et al., 2008; Bouayed et al., 2011; Carbone et al., 2011). Em comparacéo
com outros frutos populares, as macas estdo entre as mais ricas fontes de antioxidantes
(Candrawinata et al., 2013). As macds contém uma significativa quantidade de diferentes
classes de compostos fendlicos (Cindri¢ et al., 2012). Os compostos fendlicos determinam a
gualidade da maca, influenciando as caracteristicas de sabor (amargo e adstringente) e cor
(Balazs et al.,, 2012). A distribuicdo de compostos fendlicos varia consideravelmente entre
diferentes espécies, e também em tecidos diferentes. O conteldo fendlico e a distribuigéo entre
as principais classes dependem de vérios fatores, como o genétipo (variedade), estadio de

maturacdo e das condi¢cdes ambientais como a regido de crescimento e as praticas rurais,
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fatores pés-colheita, incluindo a temporada de fruta, exposicdo a luz, armazenamento e
processamento. Por outro lado, é bem estabelecido que a genética desempenha um papel
importante no controlo da composicéo de polifendis de macas e outras frutas (Khanizadeh et
al., 2008; Lamperi et al., 2008; Ajila et al., 2010; Kevers et al., 2011; Belviso et al., 2013;
Panzella et al., 2013).

Segundo varios autores, o conteddo de compostos fendlicos totais e a atividade
antioxidante é particularmente maior na casca do que na polpa, em conformidade com o seu
papel defensivo contra a pressdo patogénica, que atua principalmente na pele. Nao é apenas a
concentracdo de compostos fendlicos totais muito maior na casca do que na polpa, mas
também os glicosideos de quercetina sdo encontrados apenas na casca. Estes fatos sugerem
que as cascas de macad podem possuir mais bioatividade do que a polpa (Lee et al., 2003;
Lamperi et al., 2008; Khanizadeh et al., 2008; Ajila et al., 2010; Cindri¢ et al., 2012; Panzella et
al., 2013;). No entanto, a polpa acaba por ser a por¢cdo que mais contribui para o aporte de
antioxidantes devido a percentagem real das cascas do fruto maca (com base no peso) para a
quantidade total de maca ser muito inferior a da polpa e, principalmente, porque a casca da
fruta é frequentemente descartada como residuo durante a producdo de maga ou antes de se
comer (Cindri¢ et al., 2012). O perfil de polifendis de todas as variedades de macas é muito
idéntico, mas as concentracdes podem variar de 0,1 a 5 g total de polifendis/kg de peso fresco
podendo chegar a 10 g/kg, em certa variedades de macés para sidra (Briones-Labarca et al.,
2011; Panzella et al., 2013). A maioria dos fenois na macéa pertence a classe dos flavonodides.
As seis principais classes de compostos polifendlicos encontrados em macas s&do o0s
glicosideos de flavonoéis (principalmente quercetina e conjugados de quercetina), catequinas e
epicatequinas, antocianinas, dihidrochalconas (floretina e floridizina), &cidos fendlicos (acido
galico, acido clorogénico e acidos hidroxicindmicos) e cianidinas. Estes compostos podem
estar presentes sob a forma de ésteres, como acontece com os acidos hidroxicinamicos, ou
glicésidos de, principalmente, galactose, glucose, ramnose, arabinose, e xilose, como acontece
com os flavondides. Os flavonéis e antocianinas foram relatados como os principais compostos
fendlicos na casca da maca, enquanto procianidinas, catequinas, acidos hidroxicinamicos e
dihidrochalconas se encontram maioritariamente na polpa (Lee et al., 2003; Ajila et al., 2010;
Feliciano et al., 2010; Serra et al., 2010; Balaz et al., 2012; Belviso et al., 2013; Candrawinata
et al., 2013; Panzella et al., 2013).
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1.7.8 Efeitos benéficos da magéa na saude

As macas sao uma importante fonte de fendis e o seu consumo esta associado a
reducdo do risco de varias doencas (Briones-Labarca et al., 2011). InvestigacOes
epidemiolégicas revelaram uma correlacdo inversa entre o consumo de magds e varias
doengas cronicas em humanos, como o cancro de pulmdo, asma e outras disfungGes
pulmonares, diabetes, obesidade, colesterol elevado, doengas cardiovasculares e menor
neuro-degeneracdo relacionada com a idade. O consumo das magds também tem sido
associado com o controle do peso nas dietas. Tem-se verificado que o consumo de macas
reduz significativamente a concentracdo de malondialdeido do plasma, o qual constitui um
importante marcador de stress oxidativo. Portanto, o consumo de macés e derivados pode
proteger as células humanas dos danos oxidativos e tem sido por isso positivamente associado
com a prevencao de tantas doencas (Boyer e Liu, 2004; Lamperi et al., 2008; Lavelli eVantaggi,
2009; Feliciano et al., 2010; Serra et al., 2010; Bouayed, et al., 2011; Candrawinata et al., 2013;
Panzella et al., 2013).

A pesquisa mostra que menos casos de acidente vascular cerebral trombético ocorrem
em pessoas que consomem macas numa base diaria, em oposi¢cdo aqueles com um consumo
minimo. O consumo de mac¢d demonstrou inibir a oxidagdo das lipoproteinas de baixa
densidade entre 9 e 38%. A inclusdo de uma quantidade moderada de macé na dieta parece
diminuir a absor¢&o do colesterol. Além disso, os flavondides da magé estdo associados a
diminuicdo da mortalidade por doenca cardiaca em grupos de idosos (Candrawinata et al.,
2013). Diversas pesquisas tém sugerido que comer macas pode reduzir o risco de cancro de
pulmdo, especialmente entre os fumadores atuais e ex-fumadores. As macas sdo um dos
poucos exemplos de frutas que estdo fortemente associados com um risco significativamente
reduzido de cancro no pulmé&o. Varios estudos tém relatado que a quercetina, um flavondide
importante na macé possui propriedades inibidoras para varios componentes chave de

sinalizacao celular em células cancerosas (Zessner et al., 2008; Candrawinata et al., 2013).

O consumo regular de mac¢a também tem sido relacionada com o bom funcionamento
do circuito respiratdrio. Sugere-se que 0 consumo regular possa diminuir a severidade da asma
e dos seus sintomas. O risco de desenvolver diabetes tipo 2 também parece poder ser
diminuido pelo consumo de macas. Além de diminuir o risco de diabetes, as mac¢as sao ricas
em fibra dietética e tém um indice glicémico baixo, o que ajuda a reduzir o nivel de glucose no

sangue e a equilibrar a resposta de insulina do corpo (Candrawinata et al., 2013).
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1.8 Enquadramento e Objetivos do trabalho

Este trabalho teve por objetivo estudar a bioacessibilidade dos antioxidantes nas
variedades de maca, Reineta, Granny Smith e Starking produzidas em Portugal. Para isso
efetuou-se uma simulacdo in vitro da digestdo gastrointestinal e estudou-se o impacto deste
procedimento na capacidade antioxidante e no teor em fendis e flavonoides totais das varias
amostras de maca. Para poder ter uma melhor no¢do da forma como a digestdo vai alterando
0s compostos responsaveis pela atividade antioxidante das magas, foram retiradas amostras
apoés o processo de simulagdo da digestdo gastrica e no final da simulacdo da digestao
gastrointestinal.

Os objetivos especificos deste estudo foram:

1. Elaborar para cada uma das variedades de macd em estudo uma simulagdo da
digestdo gastrica, uma simulagdo da digestdo gastrointestinal e um extrato em acetona

(atividade antioxidante total).

2. Quantificar os compostos fendlicos e, em particular, os flavondides no extrato em

acetona e nas amostras obtidas apés simulacéo da digestéo gastrica e gastrointestinal.

3. Determinar a capacidade antioxidante no extrato em acetona e nas amostras obtidas
apo6s simulacdo da digestdo gastrica e gastrointestinal, de modo a conferir qual o impacte do
processo digestivo nas propriedades bioativas das distintas variedades de maca. Nao havendo
nenhum método padrdo validado que possa avaliar todos o0s possiveis mecanismos de
atividade antioxidante, esta foi avaliada através da conjugacdo de diversos dos métodos
existentes, que detetam diferentes endpoints: capacidade de redugéo do cobre; capacidade de
reducdo do ferro, capacidade de sequestro dos radicais anido superoxido, hidroxilo e 2,2'-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH").

4. Comparar as diferentes variedades de maca entre si relativamente a sua capacidade
antioxidante e ao contelildo em compostos fendlicos.
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2. Materiais e Métodos

2.1. Reagentes e Enzimas

Na realizacdo do presente trabalho foram utilizados os seguintes reagentes e enzimas:
acetato de amonio (Riedel-de Haén, 98%), acetato de sodio tri-hidratado (Panreac, 99%),
acetona (Panreac, 99,9%), acido acético (Panreac, 99%), acido L(+)ascérbico (Panreac, 99%),
acido cloridrico (Panreac, 37%), acido galico monohidratado (Merck, 99,5%), acido
tiobarbitarico (TBA) (Acros, 98%), acido tricloroacético (Riedel-de Haén, 99,5%), alcool etilico
(Riedel-de Haén, 99%), azul de nitrotetrazdlio (NBT**) (Sigma), bicarbonato de sédio (Panreac,
99%), bilis bovina desidratada (Sigma B3883), carbonato de sddio (VReis), (+)-catequina
monohidratada (Sigma > 96%), cloreto de cobre (ll) bihidratado (Riedel-de Haén, 99%), cloreto
de aluminio (Fluka, 99%), cloreto férrico hexahidratado (Merck, 99%), desoxirribose (Sigma,
99%), dihidrogenofosfato de potassio (Merck, 99,5%), dinucledtido de nicotinamida e adenina
na forma reduzida (NADH) (Sigma, 97%), hidrogenofosfato de dipotassio (BDH Chemicals Lda,
97,5%), hidroxido de sodio (Merck, 99%), metossulfato de fenazina (PMS) (Sigma, 90%),
neocuproina (Sigma), nitrito de sédio (Merck, 99%), pancreatina de pancreas de porco (Sigma
P3292), pepsina de mucosa gastrica porcina (Sigma, P7125), perdxido de hidrogénio (H,0,)
(Panreac, 30%), radical 2,2'-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH’) (Sigma-Aldrich), reagente de Folin-
Ciocalteau (Panreac), sal dissédico de acido etilenodiaminatetracético (EDTA) (Panreac, 99%),
sulfato ferroso heptahidratado (Riedel-de Haén, 99%), 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ)
(Fluka, 99%). Na preparacdo de todas as solucdes e diluigdes utilizou-se sempre agua ultra-

pura, captada a partir de um sistema de purificagdo Milli-Q (Millipore, Molsheim, Franca).

2.2. Aquisicao das magas

As macas utilizadas no ensaio pertenciam as variedades Reineta, Granny Smith e
Starking. Todas as magcés foram produzidas em Portugal e adquiridas no comércio de Lisboa.
No momento da compra e da preparacdo das amostras todas as macas se encontravam no
estagio de maturacéo préprio para o consumo in natura.

2.3. Preparacéo das amostras

As macas (6 de cada variedade) foram lavadas em agua corrente, passadas por agua

ultrapura (Mili Q) e secas em papel. Em seguida, retiraram-se os carocos e fatiaram-se as
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polpas dos frutos sem se retirar a pele. As macas assim preparadas foram pesadas, colocadas
num copo misturador (Electric Co) juntamente com agua Mili Q acidificada a pH 2 (0,3 mL de
agua por cada grama de macd) e trituradas até formar uma pasta homogénea. A agua
adicionada foi pesada antes de ser introduzida no copo misturador. Foi necessaria adicdo de
agua para que o liquidificador conseguisse triturar devidamente as macas e utilizou-se agua
acidificada por forma a tentar minimizar a atividade da polifenoloxidase. Imediatamente apés a
trituracdo, a pasta obtida foi distribuida por nove frascos de vidro tipo Schott de 100 mL (5 g por
frasco), tendo-se entdo procedido a preparagao dos extratos em acetona e as simulacdes das
digestdes gastrica e gastrointestinal. Todos os procedimentos foram efectuados em triplicado.

2.3.1. Preparacdo dos extratos em acetona

Os extratos em acetona foram preparados de acordo com o procedimento descrito por
Serra et al., (2010). Assim aos frascos contendo os 5 g de magca triturada adicionou-se uma
solucdo de acetona a 80% (v/v) numa proporcdo peso/volume de (1:2). A acetona parece ser
um bom solvente para a preparacdo de extratos de maca devido a desnaturar rapidamente a
enzima polifenoloxidase. Em seguida, os frascos contendo as amostras, foram colocados em
agitagdo ao abrigo de luz durante 30 minutos. Findo este tempo as amostras foram
centrifugadas (13257g, 30 minutos e a 4°C), filtradas (Millipore Millex GP com poro de 0,22
pm), aliquotadas em microtubos tipo Eppendorf estéreis (cerca de 1 mL de amostra por cada

microtubo) e armazenadas a -60 °C.

2.3.2. Simulacéo da digestéo géstrica

Para a simulacao da digestao gastrica seguiu-se o procedimento descrito por Briones-
Labarca et al., (2011). Assim, aos frascos contendo os 5 g de maca triturada adicionaram-se 25
mL de agua e ajustou-se o pH a 2 com uma solucdo de HCI 1M. Em seguida adicionaram-se
50 pL de uma solugéo de pepsina (50 mg/mL em HCL 0,1 N) por cada mililitro de amostra. As
amostras foram incubadas ao abrigo da luz, durante duas horas, com uma agita¢do de 100 rpm
e a temperatura de 37 °C. Findo este tempo as amostras foram imediatamente colocadas em
gelo e de seguida centrifugadas (11 000 rpm, 30 minutos e a 4 °C), filtradas (Millipore Millex GP
com poro de 0,22 ym), aliquotadas em microtubos tipo Eppendorf estéreis (cerca de 1 mL de
amostra por cada microtubo) e armazenadas a -60 °C. Paralelamente a digestdo das amostras
realizou-se um ensaio controlo (branco da digestdo géstrica), em que se substituiu a amostra
por igual volume de &gua ultra-pura, tendo o restante procedimento sido exatamente idéntico

ao descrito para as amostras.

36



2.3.3. Simulacéo da digestéo gastrointestinal

Para a simulacdo da digestdo gastrointestinal seguiu-se o procedimento descrito por
Briones-Labarca et al., (2011). As amostras foram preparadas conforme o descrito no ponto
anterior para a preparacao da digestao gastrica. Apos a incubacdo com pepsina, acertou-se o
pH das amostras a 6,0 recorrendo a uma solugdo de NaHCO3; 1 M e adicionou-se 250 pL de
uma solucdo mista de pancreatina e bilis (4 mg de pancreatina e 24 mg de bilis/mL em
NaHCO; 0,1 M). As amostras foram novamente incubadas ao abrigo da luz, durante duas
horas, com uma agitacdo de 60 rpm e a temperatura de 37 °C. Findo este tempo as amostras
foram centrifugadas (11 000 rpm, 30 minutos e a 4 °C), filtradas (Millipore Millex GP com poro
de 0,22 ym), aliquotadas em microtubos tipo Eppendorf estéreis (cerca de 1 mL de amostra por
cada microtubo) e armazenadas a -60 °C. Paralelamente a digestdo das amostras realizou-se
um ensaio controlo (branco da digestdo gastrointestinal), em que se substituiu a amostra por
igual volume de 4gua ultra-pura, tendo o restante procedimento sido exatamente idéntico ao

descrito para as amostras.

2.4.Determinacédo dos fendis totais - Método de Folin-Ciocalteu

A quantificacdo dos compostos fendlicos totais presentes nas amostras foi realizada
através do ensaio colorimétrico de Folin-Ciocalteu. O mecanismo basico deste método reside
na capacidade dos compostos fendlicos, na forma de ido fenolato, reduzirem o heteropolianido
molibdotungnesteniofosférico (coloracdo amarela) presente no reagente de Folin-Ciocalteu,
produzindo uma mistura de Oxidos de tungsténio e molibdénio com coloracdo azul. Desta
forma, a leitura da absorvancia a 765 nm, permite a quantificagdo dos compostos redutores
presentes na amostra, pois a intensidade da colorac@o azul desenvolvida é proporcional ao seu
teor. A reacd@o ocorre em meio alcalino, obtido pela adi¢cdo de carbonato de sédio em solucao
saturada. O acido galico é utilizado como composto padrao de referéncia, sendo os resultados
expressos em equivalentes de acido galico (EAG) (Magalhaes et al., 2008; Antunes, 2012).

O procedimento de determinagdo dos compostos fendlicos totais realizado foi adaptado
a partir de um método ja publicado (Kosar et al., 2008), com algumas modificagdes. Assim, em
baldes volumétricos de 10 mL, contendo cerca de 6 mL de agua ultrapura, adicionou-se o
volume adequado de cada amostra ou das suas diluicbes (extratos em acetona, amostras apds
digestao gastrica e ap0s digestdo gastrointestinal e respectivos controlos das digestées), 500
WL de reagente de Folin-Ciocalteu sem diluicao e deixou-se um minuto a temperatura ambiente.
Findo este tempo adicionou-se 1,5 mL de uma solucdo de carbonato de sédio a 20%
(peso/volume) e perfez-se o volume a 10 mL com &gua ultrapura. As misturas assim
preparadas foram incubadas durante 2 horas, a 25 °C e no escuro, tendo-se em seguida
procedido & medicdo da absorvancia das amostras num espectrofotometro (SPEKOL 1500) a

765 nm, contra um branco preparado da mesma forma mas substituindo a amostra por agua
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ultrapura. Todas as amostras foram analisadas em triplicado, tendo a concentracdo em fendis
sido determinada por interpolacdo de uma reta de calibracdo, preparada da forma ja descrita
mas substituindo as amostras por solu¢cbes de acido galico com concentracfes entre os 0,5 e
os 5 mg/L. Para a quantificacdo dos fendis presentes nos extratos em acetona adicionou-se
aos padrdes um volume de acetona a 80% (v/v) igual ao existente nas amostras. Os resultados
obtidos foram expressos em mg de equivalentes de acido galico por grama de peso fresco de

magca.

2.5. Determinacgao dos flavonodides totais

Para a determinacdo dos flavonodides totais utilizou-se o procedimento descrito por
Barros e colaboradores (2010). Assim, as amostras, ou as suas diluices, adicionou-se agua
até perfazer 2 mL. Em seguida adicionaram-se 150 uL de uma solugdo nitrito de soédio (5%,
p/v) e, 6 minutos depois, 150 uL de uma solucédo cloreto de aluminio (10%, p/v). Ap6s mais 6
minutos adicionaram-se 2 mL de NaOH (4%, p/v) e 4gua até perfazer os 5 mL. As amostras
assim preparadas foram incubadas durante 15 minutos no escuro, tendo-se em seguida
procedido & medi¢do da sua absorvancia num espectrofotometro (SPEKOL 1500) a 510 nm,
contra um branco preparado da mesma forma mas substituindo a amostra por agua ultrapura.
Todas as amostras foram analisadas em triplicado, tendo a concentracdo em flavondides sido
determinada por interpolacdo de uma reta de calibracdo, preparada da forma ja descrita mas
substituindo as amostras por solu¢gBes de catequina com concentragfes entre os 4,5 e 0os 290
mg/L. Para a quantificagdo dos flavondides presentes nos extratos em acetona adicionou-se
aos padrdes um volume de acetona a 80% (v/v) igual ao existente nas amostras. Os resultados
obtidos foram expressos em mg de equivalentes de catequina por grama de peso fresco de

magca.

2.6. Determinacdo da capacidade antioxidante

2.6.1. Capacidade de Sequestro do radical DPPH’

O método de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH’) baseia-se na
determinacdo da mudanca da cor plrpura para amarelo que o radical DPPH’ sofre ao aceitar
um hidrogénio ou ao ser reduzido por um antioxidante (Figura 2.1). A medida que este
processo ocorre o radical vai desaparecendo, dando lugar a hidrazina correspondente,
passando a cor de pdrpura, com um maximo de absor¢cdo a 517 nm, para amarelo. Desta

forma, a atividade antioxidante pode ser determinada através da avaliacdo da diminuicdo da
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absorcdo do DPPH" a 517 nm (Prior et al., 2005; Magalh&es et al., 2008; Miceli et al., 2009;
Moon e Shibamoto, 2009).
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Figura 2.1 - Reac&o de desativagio do radical DPPH’ (Moon e Shibamoto, 2009).

O procedimento do ensaio DPPH’ foi adaptado a partir de um método ja publicado
(Miceli et al., 2009), com algumas modificacdes. Para tal, em tubos de ensaio, misturaram-se
500 pL de cada uma das amostras, ou de suas diluigdes, com 3 mL de uma solugdo de DPPH’
(24 mg/L em etanol). As diversas misturas foram agitadas, tendo-se medido a absorvancia a
517 nm (espectrofotometro SPEKOL 1500) ap6s 30 minutos de incubacdo no escuro e a
temperatura ambiente. Todas as amostras foram analisadas em triplicado, tendo para cada

amostra sido determinada a percentagem de sequestro através da equacao:

%Inibic&o = [(Absorvancia sem amostra - ADSOIVancia com amostra)/(ADSOrvancia sem amostra)] X 100

A capacidade de sequestro do radical DPPH" das amostras foi expressa mg de
equivalentes de 4cido ascérbico (EAA) por 100 g de peso fresco de macd, apds interpolagéo de
uma reta de calibragdo, preparada da forma j& descrita mas substituindo as amostras por
solugbes de &cido ascorbico com concentragbes entre os 0,02 e 0,035 mg/mL. Para a
determinacdo da capacidade de sequestro do radical DPPH' nos extratos em acetona

adicionou-se aos padrdes um volume de acetona a 80% (v/v) igual ao existente has amostras.

2.6.2. Avaliacdo da capacidade de reducéo do Cu(ll) pelo ensaio CUPRAC

O método CUPRAC (Cupric lon Reducing Antioxidant Capacity) consiste na reducéo do
Cu(ll) para Cu(l) através da acao de antioxidantes redutores, presentes numa amostra. Esta
reacdo origina um complexo Cu-neocuproina (Cu(l)-neocuproina) na forma reduzida, que

apresenta uma coloracdo amarela intensa, com um maximo de absorcdo a 450 nm (Figura
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2.2). Como tal, a reducdo da forma oxidada do complexo referido pelos componentes da
amostra é determinada espectofotometricamente, mediante a leitura da absorvancia a 450 nm.
(Apak et al., 2004). O &cido ascérbico é utilizado como composto padréo de referéncia, sendo
os resultados expressos em equivalentes de acido ascérbico (EAA), normalmente ymol/g de

amostra (Antunes, 2012).

_

oxidant

Figura 2.2 - Reducéo do complexo Cu(ll)-neocuproina a Cu(l)-neocuproina, por agdo dos antioxidantes
da amostra (Apak et al., 2004).

A realizacdo do ensaio CUPRAC foi efetuada de acordo com o método descrito por
Apak e colaboradores (2004) com adaptagdes. Assim, num tubo de ensaio juntou-se 1 mL de
cada uma das seguintes solu¢des: cloreto de cobre (Il) bihidratado 10 mM, acetato de amonio
1M e neocuproina 7,5 mM em etanol. Em seguida, adicionaram-se 100 yL de amostra, ou de
suas diluicdes, e completou-se a 4100 yL com agua. Os tubos foram incubados ao abrigo da
luz durante uma hora a temperatura ambiente procedendo-se entdo a leitura da absorvancia
(espectrofotébmetro SPEKOL 1500) a 450 nm, utilizando como branco a mesma mistura com
1,1 mL de agua em vez da amostra. As amostras foram analisadas em triplicado tendo a
atividade antioxidante sido determinada por interpolacdo de uma reta de calibracdo, preparada
da forma j& descrita mas substituindo as amostras por 1,1 mL das solu¢des padrdo de &cido
ascorbico com concentracdes entre 0s 15,625 e os 250 uyM. Para a determinagéo da atividade
CUPRAC nos extratos em acetona adicionou-se aos padrBes um volume de acetona a 80%
(v/v) igual ao existente nas amostras. Os resultados foram expressos em pmol equivalentes de

acido ascorbico/g de peso fresco de maca.
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2.6.3. Determinacdo da atividade de reducéo Fe(lll) a Fe(ll) pelo ensaio FRAP

Este método baseia-se na capacidade dos antioxidantes reduzirem o Fe* a Fe®*
Quando o Fe(lll) do complexo de Fe(lll)-tripiriditriazina (Fe**-TPTZ) é reduzido a Fe(ll) forma-
se, em meio acido, uma intensa coloracdo azul suscetivel de ser quantificada

espectrofotometricamente a 593 nm (Figura 2.3)(Bergamaschi, 2010).
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Fe(ll)-tripiriditriazina Fe(ll)-tripiriditriazina
Coloracgéo azul intensa

Figura 2.3 - Formacao do complexo (Fe2+-TPTZ) apos reducao do Fe** por um antioxidante (Moon e
Shibamoto, 2009).

Este método sé consegue detetar antioxidantes capazes de ceder eletrées ndo sendo
detetados aqueles que tém por mecanismo de acdo a transferéncia de atomos de hidrogénio.
Este método ndo consegue detetar antioxidantes com o grupo tiol, com, por exemplo, o
glutatido (Apak et al., 2004). Qualquer composto presente na amostra, mesmo que nao tenha
nenhuma accdo antioxidante, desde que tenha um potencial redox superior ao do par
Fe(lll)/Fe(ll) pode, teoricamente, reduzir o Fe(lll) e, deste modo, contribuir para uma avaliagdo

por excesso das capacidades antioxidantes da amostra (Magalhées et al., 2008).

Para a realizagdo do ensaio FRAP seguiu-se o método descrito por Ramful e
colaboradores (2010) com certas modificacdes. Preparou-se o reagente FRAP no momento da
utilizag&o, adicionando 25 mL de tampé&o acetato 0,25 M (pH 3,6); 2,5 mL de TPTZ (10 mM em
HCI 40 mM) e 2,5 mL de cloreto de ferro (lll) (20 mM). O ensaio iniciou-se com a adi¢do, num
tubo de ensaio, de 3,0 mL do reagente FRAP, preparado de fresco e pré-aquecido a 37 °C,
com 300 pL de agua e 100 uL de cada uma das amostras ou das suas diluicées. As misturas
foram incubadas durante 4 minutos a 37 °C. Durante esta incubacado foi possivel observar o
aparecimento de uma coloracéo azul, cuja intensidade variava entre as varias amostras, e que
foi quantificada por leitura da absorvancia a 593 nm (num espectrofotémetro SPEKOL 1500),

utilizando como branco a absorvancia do reagente FRAP.

As amostras foram analisadas em triplicado, tendo a atividade antioxidante sido

determinada por interpolacdo de uma reta de calibracdo, preparada da forma ja descrita para
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as amostras, mas substituindo as amostras por solu¢des de sulfato ferroso com concentracdes
entre os 0,25 e os 1,25 mM. Para a determinacdo da capacidade da atividade FRAP nos
extratos em acetona adicionou-se aos padrées um volume de acetona a 80% (v/v) igual ao
existente nas amostras. Os resultados foram expressos em ymol de Fe**/g de peso fresco de

magca.

2.6.4. Determinacédo da atividade antioxidante por sequestro do radical hidroxilo

através da diminuicdo da degradacéo da desoxirribose

A degradacdo da desoxirribose pelo radical hidroxilo (OH") leva a formac&o de diversos
produtos, entre os quais se encontra o malonildialdeido (MDA), que em meio acido e a
temperatura elevada, reage com o &cido tiobarbittrico (TBA) dando origem a compostos cor-
de-rosa passiveis de serem quantificados espectrofotometricamente por medicdo da
absorvancia a 532 nm (Figura 2.4).

HS. _N._OH
2 O]
N
CHO H H SH
|
‘CH,  __TBA Y CH-CH=CH Y + 2H:0
HGO H CHO OH OH
Desoxirribose MDA Cromogénio (MDA-TBA)

Figura 2.4 - Reacéo de formacéo dos compostos MDA-TBA (adaptado de Chobot, 2010).

Se a mistura de reacgéo for adicionado um composto capaz de sequestrar os radicais
hidroxilo, verifica-se uma menor extensdo da degradacdo da desoxirribose e,
consequentemente, uma diminuicdo da formacdo do cromogénio, o que se traduz numa

diminuicdo da absorvancia a 532 nm.

Os radicais hidroxilo necessarios para esta reacdo sdo gerados através da reacao
entre o perdxido de hidrogénio e o Fe®" (reaccdo de Fenton). Para este efeito o ferro é
adicionado sob a forma de Fe*" na presenca de EDTA. O acido ascorbico inicia a reagéo ao
reduzir o Fe(lll) a Fe(ll). A formacédo do complexo Fe-EDTA evita a formacdo de complexos
entre o ferro e as substancias presentes nas misturas de ensaio, a desoxirribose ou o acido
ascorbico, ndo impedindo a participacdo do ferro na reacdo de Fenton. Quando o ensaio é
realizado na auséncia de EDTA a desoxirribose pode queletar o Fe(lll) o que leva a uma ainda
maior degradagdo desta molécula, devido a formagéo “site specific’ dos radicais hidroxilo
(Chobot, 2010).
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Quando este ensaio se processa ha auséncia de agua oxigenada revela a possibilidade
dos componentes da amostra gerarem espécies reativas de oxigénio (Duarte et al., 1999).
Assim, a realizacdo deste ensaio na ultima condicdo descrita permite estimar o potencial pré-
oxidante da amostra. O radical hidroxilo € uma das espécies reativas de oxigénio que se pode
formar in vivo. Desta forma, uma das vantagens deste ensaio € a de se utilizar um oxidante

com relevancia fisiologica.

O procedimento de determinagdo da capacidade de sequestro do radical OH" através
da determinacdo da diminuicdo da degradacdo da desoxirribose foi adaptado a partir de um
método ja publicado (Chobot, 2010). As determinacdes foram efetuadas em triplicado, num
espectrofotometro (SPEKOL 1500), a 532 nm. Em tubos de ensaio adicionou-se pela seguinte
ordem 690 pL de tampao de fosfatos de potassio (15 mM, pH 7,4), 25 uL de amostra, 100 uL
de desoxirribose (28 mM), 50 uL de H,0, (28,4 mM), 50 uL de solucdo de FeCIl;/EDTA (FeCl;
400 pM dissolvido em 2mM de Na,EDTA.2H,0) e por fim, 10 yL de acido ascérbico 5 mM,
perfazendo com o solvente da amostra a um volume final de 1 mL. Esta mistura reacional foi
incubada a 37 °C durante uma hora. Apés esse periodo, adicionou-se 1 mL de solugdo de TBA
(1% p/v, em NaOH 50 mM) e 1 mL de acido tricloroacético (2,8%, p/v). A solucao resultante foi
aquecida durante 15 minutos, em banho de agua, a 100 °C. Terminado o tempo de incubacéo,
a amostra foi sujeita a um arrefecimento, com posterior leitura da absorvancia a 532 nm.
Realizou-se, igualmente, um branco, contendo todos os componentes da mistura reacional
substituindo a desoxirribose por igual volume de agua, a fim de averiguar a existéncia de
produtos TBA reativos, provenientes de contaminantes presentes no material ou reagentes.
Efetuou-se, igualmente, um controlo positivo, contendo todos os componentes da mistura

reacional, substituindo a amostra por igual volume de 4gua.

Os resultados foram expressos em percentagem de inibicdo da formacéo de produtos
reativos face ao TBA por mg de peso fresco de macgéa. A percentagem de inibicdo foi calculada

relativamente ao controlo positivo, calculada recorrendo a seguinte expressao:

%Inibig&o = [(Absorvancia controlo positivo — ADSOIVaNCIa amostra)/ (ADSOIVancia controlo positivo)] X 100

2.6.5. Capacidade de sequestro do radical anido superéxido

O azul de nitrotetrazolio (NBT2+) reage com o radical anido superoxido (O,*) dando
origem a um diformazano que possui um maximo de absor¢cdo a 560 nm (Figura 2.5). Desta
forma se a mistura de reaccgédo se adicionar um composto com capacidade para captar o O,"
passarao a existir no meio reaccional dois compostos a competir pelo radical anido superoéxido,
0 que se traduz por uma diminuicdo da extensdo da reducédo do NBT?*, com uma consequente
diminuicdo da taxa de aumento da absorvancia a 560 nm (Nakamura et al., 1992; Valentdo et
al., 2002).
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Figura 2.5 - Estrutura do (A) NBT*" e do (B) formazano (Valentdo et al., 2001).

Neste ensaio o radical anido superodxido é gerado utilizando o sistema metossulfato de
fenazina (PMS)/NADH em condic¢des aerdbias (Figura 2.6).

NADH + H" + PMS — NAD" + PMSH,

PMSH2 + 02 > 2 02._ + PMS

Figura 2.6 - Formacao do radical anido supedxido utilizando o sistema metossulfato de fenazina
(PMS)/NADH (Valentao et al., 2001).

O radical anido superéxido resulta da redugdo do oxigénio molecular e pode surgir no
decurso de diversos processos metabdlicos. Desta forma, uma das vantagens deste ensaio € a
de se utilizar um oxidante com relevancia fisiolégica. Este ensaio pode dar resultados erréneos
quando a amostra interfere com o sistema gerador do radical anido superéxido ou quando a
amostra reduz directamente o NBT?*, embora esta Ultima situacdo possa ser despistada pela
observacédo da estabilidade da absorvancia antes da adicdo do PMS (Nakamura et al., 1992;
Valentéo et al., 2001).

O procedimento de determinacédo da capacidade sequestrante de O,” pela diminuicdo
da formagdo de formazano foi adaptado a partir de um método ja publicado (Nakamura et al.,
1992; Valentédo et al., 2001), com algumas modificacBes. Sendo assim, adicionaram-se em
cuvetes do espectrofotometro diferentes volumes das amostras, ou das suas diluigBes, de
modo a testar diferentes concentracdes, completando-se posteriormente com agua ultra pura,
até 200 pL. Logo depois, adicionaram-se 300 yL de NADH (1,66 mM em tampéao fosfato 19
mM, pH 7,4), 300 pL de NBT*" (430 pM, em tampéo fosfato 19 mM, pH 7,4) e tampao fosfato

(19 mM, pH 7,4) a fim de se completar o volume a 2 950 pL. A reacéo iniciou-se com a adigdo
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de 50 pyL de PMS (162 uM, em tampao fosfato 19 mM, pH 7,4) acompanhando-se a variacédo
da absorvancia a 560 nm, durante dois minutos a temperatura ambiente. Realizou-se,
igualmente, um ensaio controlo substituindo a amostra por igual volume de solvente da
amostra. As determinacdes foram realizadas em triplicado, num espectrofotémetro (SPEKOL
1500). A percentagem de inibicdo da redugdo do NBT?* de cada uma das concentraces das

amostras foi calculada em relagéo ao controlo recorrendo a seguinte expressao:

%Inibigéo = [(Declive médio do controlo — Declive médio da amostra)/(DeCIive médio do controlo)] x 100

A capacidade de sequestro do radical anido superoxido das amostras foi expressa mg
de equivalentes de acido galico (EAG) por 100 g de peso fresco de macd, apos interpolacéo de
uma reta de calibragcdo, preparada da forma j& descrita mas substituindo as amostras por
solucdes de &cido gélico com concentracfes entre os 0,005 e 0,078 mM. Para a determinacéo
da capacidade de sequestro do radical anido superéxido nos extratos em acetona adicionou-se

aos padrdes um volume de acetona a 80% (v/v) igual ao existente nas amostras.

2.7.Andlise Estatistica dos dados

O tratamento estatistico dos resultados obtidos foi efetuado recorrendo ao software
Microsoft Office Excel 2010® (Microsoft Corporation, Washington). Em todos os testes-t
elaborados foi utilizado um nivel de significAncia de 0,05, sendo que se P<0,05 existem

diferencas significativas entre as amostras.
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3. Resultados e Discussao

3.1. Determinacdo do teor em fendis totais

O teor de fendis totais foi determinado com recurso ao método Folin-Ciocalteu
e os resultados obtidos expressos em mg de equivalentes de acido galico (EAG) por grama de
peso fresco de macd. O resultado obtido com os brancos das digestdes, nas solucdes
enzimaticas utilizadas, mostrou a existéncia de compostos capazes de reduzir o reagente de
Folin, no entanto os resultados foram muito baixos quando comparado com o das amostras e,
deste modo, pode considerar-se esta interferéncia negligenciavel. Os resultados referentes a
composicdo em compostos fendlicos totais das amostras em estudo encontram-se na Figura
3.1.

Teor de compostos fendlicos totais

2,00 -

1,80 -
1,60 - cB

1,40 + Tratamentos
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H Total
1,00 + cC

W Gdastrico
0,80 -

0,60 -

Acetona

Teor de fendlicos totais
mg EAG/g de maca

0,40 -
0,20 -

0,00

Granny Smith Reineta Starking

Figura 3.1 - Teor de compostos fendlicos totais (mg EAG/g de mag¢d) nas amostras em estudo. Médias
com letras diferentes séo significativamente diferentes de acordo com teste t (p< 0,05). Letras minusculas
significam diferencas significativas entre tratamentos para a mesma variedade. Letras mailsculas

significam diferencas significativas entre variedades para 0 mesmo tratamento.

As trés variedades de macas apresentaram entre si diferencas significativas no teor em
fendis totais sendo a variedade Reineta a que apresentou o teor mais elevado, seguida pela
Granny Smith e a Starking com o teor mais baixo. A observagdo da Figura 3.1 permite verificar
a existéncia de um decréscimo do teor em compostos fendlicos totais apés a simulacdo da

digestdo tanto gastrica como gastrointestinal, sendo que as amostras digeridas apresentaram
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teores de fendis totais significativamente inferiores aos dos extratos em acetona. Verificaram-
se diferencas significativas do teor de fendis entre os diferentes tratamentos Total, Gastrico e
Acetona dentro da mesma variedade de maca e entre todas as variedades para 0 mesmo

tratamento.

Os resultados mostram que a maioria dos compostos fendlicos € solubilizada durante a
digestao gastrica, ocorrendo posteriormente um aumento gradual e significativo do teor em
compostos fenolicos da digestédo gastrica para a digestdo gastrointestinal, para as variedades
Granny Smith e Reineta e um ligeiro aumento para a variedade Starking. Este aumento pode
estar relacionado com a atividade das enzimas pancredticas. O aumento de fendis na fase

intestinal também pode ser devido ao maior tempo de extracdo (Bouayed et al., 2011).

A macéa Reineta que mostrou ter maior quantidade de compostos fendlicos no extrato
de acetona mostrou que esses compostos ndo sao tao facilmente libertados no meio gastrico
recuperando apenas 48% dos compostos, comparando com o extrato em acetona, mas apoés a
digestdo gastrointestinal foram recuperados cerca de 75% dos compostos. A mac¢a Granny
Smith que também apresenta teores altos de compostos fendlicos no extrato de acetona teve
uma maior solubilizacdo na fase gastrica comparativamente a Reineta, tendo uma
percentagem de recuperacdo de 53% dos compostos, seguindo-se um aumento na fase
gastrointestinal, atingindo uma percentagem de recuperagdo de 67%. J& a Starking mostrou
um menor teor fendlico comparativamente as outras variedades, e a maior solubilizacdo dos
compostos deu-se na fase gastrica com uma percentagem de recuperacao de 28% seguido de
um ligeiro aumento na fase gastrointestinal, obtendo-se uma percentagem de 34% de
recuperacdo dos compostos. Desta forma, pode concluir-se que para a variedade starking se
verificou uma fraca solubilizacdo dos compostos fendlicos apos a digestdo pelo que se pode
dizer que os compostos presentes na matriz desta maga sao mais sensiveis a digestao e uma

grande parte desses compostos nao fica disponivel nestas condic¢oes.

Os resultados obtidos parecem estar em concordancia com um estudo feito em macgéas
em que também se observou a diminuicdo dos fendis com a digestdo (comparando com a
extracdo quimica), verificando-se um aumento da fase gastrica para a fase intestinal (Bouayed
etal., 2011).

Num estudo feito com uvas também se observou um pequeno aumento do nivel de
fendis entre as fases gastrica e intestinal da digestdo (Tagliazucchi et al., 2010). Os mesmos
autores referem que a extragao de fenodis € afetada pela temperatura, relagao solvente/sélido,
tipo de solvente assim como do pH e sugerem que a transicdo do estdbmago para o intestino
possa induzir alteracdes estruturais nas moléculas polifendlicas que podem ser atribuidas a
ionizagdo dos grupos hidroxilo, especulando ainda que as células intestinais possam ser mais
eficientemente protegidas pelos polifendis contra o stress oxidativo pois estes aparentam ter
melhor atividade antiradicalar no pH encontrado no intestino comparativamente ao estbmago

(Tagliazucchi et al., 2010). Nestes estudos a percentagem de compostos fendlicos recuperados
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apos a digestdo variou entre 40 e 60% (Bouayed et al., 2011; Tagliazucchi et al., 2010), valores

estes que também sao préximos dos obtidos no presente trabalho.

De uma forma geral os resultados parecem indicar que durante a digestdo das macéas
nao se consegue obter uma libertagcdo completa dos compostos fendlicos presentes nos frutos

ou uma parte destes compostos talvez seja degradada durante condi¢des digestivas.

3.2. Determinacdo do teor em flavondides totais

O teor em flavondides totais das amostras em estudo encontram-se na Figura 3.2. Os
brancos de ambas as digestdes nédo interferiam no ensaio. A observacao da Figura 3.2 permite
verificar a existéncia de um decréscimo do teor em flavondides totais apds a simulagédo da
digestdo, tanto gastrica como gastrointestinal, apresentando as amostras digeridas teores de
flavondides totais significativamente inferiores aos dos extratos em acetona. Verificaram-se
diferencas significativas entre todos os tratamentos para a mesma variedade de magé e entre
todas as variedades para o0 mesmo tratamento. Em concordancia com o observado para os
fendis totais, os resultados mostram que grande parte dos flavonoides é solubilizada durante a
digestdo gastrica, ocorrendo depois um aumento significativo do teor nestes compostos da

digestdo gastrica para a digestao gastrointestinal.

Em ambos os estudos anteriormente referidos, feitos em outras variedades de macés e
uvas os flavondides também mostraram um padréo semelhante ao dos fenois (Bouayed et al.,
2011; Tagliazucchi et al., 2010).

De acordo com os resultados obtidos foram recuperados cerca de 30% dos flavonéides
durante a digestdo gastrica passando este valor para cerca de 60% apds a digestdo
gastrointestinal para as variedades Granny Smith e Reineta. Na variedade Starking apos a
digestdo gastrica foram recuperados cerca de 17% dos flavondides tendo este valor
aumentado para 29% apods a digestdo gastrointestinal, apresentando valores muito inferiores
ao das outras variedades. Uma vez mais a variedade Reineta mostrou os teores mais altos e a
Starking os teores mais baixos. Verificou-se também e igualmente ao caso dos fendis, que
apesar da Reineta ser aquela que apresenta maior teor de flavondides no tratamento em
acetona e apos a digestdo gastrointestinal, no extrato gastrico € a Granny Smith que apresenta
maior teor, possivelmente 0s compostos presentes nesta macd sao mais facilmente

solubilizados no meio &cido (digestéo gastrica) do que as outras variedades.
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Figura 3.2 - Teor em flavonoides totais (mg equivalentes de catequina/ g de mag¢d) das amostras em
estudo. Médias com letras diferentes séo significativamente diferentes de acordo com teste t (p<0,05).
Letras minusculas significam diferencas significativas entre tratamentos para a mesma variedade. Letras

maiusculas significam diferengas significativas entre variedades para 0 mesmo tratamento.

Tal como ja referido no caso dos fendis totais, também neste caso, os resultados
apontam no sentido de durante a digestdo das macas ndo se conseguir obter uma libertagcéo
completa dos flavondides presentes nos frutos ou de uma parte destes compostos ser

degradada nas condi¢des digestivas.

3.3. Determinagao da Capacidade Antioxidante

Uma vez que nao existe um método universal para analisar a actividade antioxidante
de uma amostra, por esta poder ser exercida através de diferentes mecanismos, aplicaram-se
diversos ensaios de avaliagdo do potencial antioxidante das macas antes e apés simulagédo da
digestdo gastrointestinal. Assim, realizaram-se dois ensaios de determinagdo da capacidade
redutora (ensaios CUPRAC e FRAP), capacidade de sequestro do radical DPPH’ e capacidade
de sequestro de duas das principais ROS que podem formar-se in vivo: os radicais anido

superoxido e hidroxilo.

3.3.1. Avaliacdo dareducéo do Cu(ll) pelo ensaio CUPRAC

A andlise da capacidade antioxidante das distintas variedades de magé pelo ensaio

CUPRAC (Figura 3.3) permitiu observar que todas as variedades em estudo apresentaram
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valores mais elevados de CUPRAC nos extratos em acetona e verificou-se a diminuicdo dos
compostos responsaveis pela atividade CUPRAC apds a digestdo, sendo que a maioria dos
compostos foi extraida durante a de fase gastrica ocorrendo um aumento significativo do valor
de CUPRAC apds a fase intestinal. Desta forma, verifica-se que nem todos os compostos
responsaveis pela atividade antioxidante das macas, detetada pelo ensaio CUPRAC, ficaram
bioacessiveis apds a simulacdo da digestao gastrointestinal. Verificou-se que os brancos tanto
da digestdo gastrica como da digestao gastrointestinal ndo interferiram no ensaio, ou seja, as
varias enzimas e sais biliares ndo possuem, nas concentracfes adicionadas, compostos

positivamente interferentes com o método em questao.

Capacidade antioxidante por CUPRAC
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Figura 3.3 - Capacidade antioxidante das variedades de mac¢éa determinada pelo ensaio CUPRAC (umol
EAA/g de maca). Médias com letras diferentes sdo significativamente diferentes de acordo com teste t
(p<0,05). Letras minlsculas significam diferencas significativas entre tratamentos para a mesma
variedade de maca. Letras maiusculas significam diferencgas significativas entre variedades de macgéa para
0 mesmo tratamento.

Verificou-se a existéncia de diferencas significativas entre todos os tratamentos para a
mesma variedade de macgd. Também se verificaram diferencas significativas entre todas as
variedades no tratamento gastrointestinal (total) e no tratamento em acetona. Ja no tratamento
gastrico verificou-se nao existirem diferencas significativas entre as variedades Granny Smith e
Reineta, no entanto ambas foram significativamente diferentes em relacdo a Starking que

apresentou uma atividade antioxidante significativamente inferior.

A maca Reineta que apresentou a maior atividade antioxidante no extrato de acetona
recuperou 45% desta atividade na fase gastrica a qual aumentou para uma percentagem de
74% apos a fase gastrointestinal, obtendo uma atividade antioxidante mais elevada do que as

restantes variedades. A magd Granny Smith na fase gastrica recuperou 52% da atividade
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antioxidante, mostrando novamente maior facilidade de solubilizacdo no meio gastrico
comparando com as outras variedades e apés a digestdo gastrointestinal apresentou 70% de
recuperacdo. Por Ultimo a variedade Starking recuperou durante a fase gastrica 31% da
atividade antioxidante tendo registado um aumento para 51% apds a fase gastrointestinal. Esta
variedade mostra, outra vez, teores significativamente inferiores as outras variedades sendo
gue apenas uma baixa percentagem de compostos responsaveis pela atividade antioxidante
detetada se encontram bioacessiveis apés a fase gastrointestinal.

Estes resultados, juntamente com os resultados obtidos nos ensaios anteriores,
sugerem o envolvimento dos fendis e, em particular, dos flavonéides na atividade antioxidante
detetada pelo ensaio CUPRAC e sugerem, uma vez mais, que a Ultima etapa da digestdo in
vitro e as suas condi¢cdes contribuem para uma melhor solubilizacdo dos compostos

antioxidantes presentes na matriz destas macas.

3.3.2. Avaliacdo da atividade de reducéo Fe(lll) a Fe(ll) pelo ensaio FRAP

Os resultados do ensaio FRAP para as variedades de macd e para os distintos
tratamentos estdo apresentados na Figura 3.4. Os brancos de ambas as digestbes nao
interferiam no ensaio.

Os valores mais elevados foram encontrados nos extratos em acetona, onde a
variedade Reineta apresentou, novamente, uma maior capacidade antioxidante, provavelmente
pela sua diferenciada concentracdo de polifendis. Observou-se uma diminuicdo da atividade
antioxidante na fase gastrica que diminuiu ainda mais apés a fase intestinal, no entanto apés a
digestdo gastrointestinal foi a variedade Granny Smith que apresentou uma maior atividade
antioxidante sendo a menor, novamente, apresentada pela variedade Starking. Verificaram-se
diferencas significativas entre todos os tratamentos dentro da mesma variedade de magé, no
entanto ndo se verificaram diferencas significativas entre as variedades Granny Smith e
Reineta em nenhum tratamento, mas ambas as variedades foram significativamente diferentes

da variedade Starking em todos os tratamentos.
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Figura 3.4 - Capacidade antioxidante das variedades de maca determinada pelo ensaio FRAP (umol
Fe2+/g de macd ). Médias com letras diferentes sé@o significativamente diferentes de acordo com teste t
(p<0,05). Letras minlsculas significam diferencas significativas entre tratamentos para a mesma
variedade. Letras mailsculas significam diferencas significativas entre variedades para o mesmo

tratamento.

Durante a fase de digestdo gastrica houve uma percentagem de recuperacdo da
atividade antioxidante que variou entre 47% e 67% correspondendo a maior percentagem a
variedade Granny Smith e a menor percentagem a variedade Starking. Apos a digestao
gastrointestinal ocorreu uma diminuicdo dessa atividade tendo os extratos apresentado, em
relacdo aos extratos em acetona, uma atividade antioxidante de cerca de 47% na macéd Granny
Smith e 39% e 29% nas macads Reineta e Starking, respetivamente. O fato de ter sido a
variedade Granny Smith a obter valores mais elevados de compostos antioxidantes detetados
pelo FRAP, pode estar correlacionado com os resultados observados nos outros testes que
mostraram que esta variedade apresentou uma maior facilidade na solubilizacdo ou uma maior
estabilidade dos compostos na fase de digestdo géstrica, ou seja em meio acido. Com efeito, a
variedade Granny Smith demonstrou sempre uma maior percentagem de recuperacdo de
compostos antioxidantes na fase gastrica, comparativamente as outras variedades. Bouayed e
colaboradores (2011), sugerem, tendo em conta que o ensaio FRAP se realiza a pH acido, que

este ensaio talvez seja melhor para testar a atividade antioxidante dos extratos gastricos.

Apés a digestdo gastrointestinal a atividade antioxidante detetada pelo ensaio FRAP
diminuiu em todas as variedades, contrariamente ao verificado em todos 0s ensaios
anteriormente realizados. Este fato pode significar que 0os compostos responsaveis por esta
atividade sao pincipalmente solubilizados na fase gastrica e sdo depois pouco estaveis durante
a digestdo intestinal. Num estudo semelhante feito com outras variedades de macas, ja referido

anteriormente, os resultados do FRAP permitiram igualmente observar uma degradacdo ou
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libertacdo incompleta dos compostos antioxidantes na fase intestinal uma vez que esta
apresentou valores de atividade antioxidante inferiores a fase gastrica, sendo que a maior parte
da solubilizacdo ocorreu na fase gastrica (Bouayed et al., 2011), assim como no presente
trabalho. As diferencas verificadas entre os resultados obtidos neste ensaio e no ensaio
CUPRAC realgam bem a necessidade de se realizarem diferentes ensaios quando se pretende

avaliar a atividade antioxidante.

Tal como verificado para o ensaio CUPRAC, também neste ensaio se observou que 0s
extratos em acetona das magés com maior teor de fenodis e flavondides totais foram as que
apresentaram maiores valores de FRAP, indicando que estes compostos possam contribuir
significativamente para a atividade antioxidante detetada por este ensaio. Estes resultados
parecem estar de acordo com os resultados apresentados num estudo feito com uvas, ja
referido anteriormente, em que os valores de FRAP mostraram correlacdo com os teores de
fendis e flavonoides (Tagliazucchi et al., 2010).

3.3.3. Capacidade de Sequestro do Radical DPPH’

A capacidade de sequestrar o radical DPPH" das amostras de macgds em estudo
encontra-se na Figura 3.5. Os brancos de ambas as digestbes ndo demonstraram nenhuma
capacidade para sequestrar este radical, ndo tendo, assim, nenhuma interferéncia nos

resultados obtidos.
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Figura 3.5 - Capacidade antioxidante das variedades de mac¢d determinada pelo sequestro do radical
DPPH’ (ug EAA/100g). Médias com letras diferentes sdo significativamente diferentes de acordo com
teste t (p<0,05). Letras mindsculas diferentes significam diferencas significativas entre tratamentos para a
mesma variedade. Letras mailsculas diferentes significam diferencgas significativas entre variedades para

0 mesmo tratamento.
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Através da Figura 3.5 pode observar-se que, mais uma vez, é a maca Reineta a que
apresenta uma maior atividade antioxidante seguida pela Granny Smith e Starking com a
menor. Assim, a capacidade de sequestro do radical DPPH’ foi superior nas amostras com
mais elevado teor em compostos fendlicos, o que realca a contribuicdo destes compostos para
as propriedades antioxidantes das macas. Verificaram-se diferengas significativas entre todas
as variedades para o mesmo tratamento, com execado das variedades Reineta e Granny Smith

para o tratamento gastrico e Starking e Granny Smith para o extrato em acetona.

Ap6s a simulacdo das digestBes gastrica e gastrointestinal foi possivel verificar uma
reducdo bastante significativa da atividade antioxidante de todas as variedades de macas em
estudo. Os extratos em acetona apresentaram sempre uma atividade muito superior,
demonstrando que os compostos antioxidante detetados neste ensaio se perdem ou se alteram
durante a simulagdo da digestdo. Foram recuperados cerca de 30% de compostos
antioxidantes apos a fase gastrointestinal, para as variedades Reineta e Starking e cerca de
40% para a variedade Granny Smith. Desta forma, os resultados sugerem que 0S compostos
responsaveis pelo sequestro do radical DPPH sdo sensiveis as condigdes de digestdo

gastrointestinal sendo os das variedades Starking e Reineta os mais sensiveis.

Os resultados obtidos mostram que a simulacdo da digestdo exerceu um efeito
diferente sobre as vérias amostras em estudo. Assim, 0S compostos responsaveis pela
atividade de sequestro do radical DPPH" das magéds Granny Smith foram praticamente todos
extraidos durante a fase de digestdo gastrica, uma vez que ndo se verificam diferencas
significativas entre os valores de sequestro apds a digestdo gastrica e gastrointestinal. J& no
caso das macas Reineta e Starking verificou-se um ligeiro mas significativo aumento desta
atividade de sequestro apos a digestdo gastrointestinal, pelo que apesar do aumento ndo ser
grande parece que a digestao intestinal contribui para uma melhor solubilizagéo dos compostos
antioxidantes presentes na matriz da fruta. Assim, Reineta foi a variedade que apresentou mais
compostos bioacessiveis apés a fase gastrointestinal, como esperado, seguida da Granny
Smith e Starking com menos compostos. Os resultados mostraram também que apesar da
Reineta ser a que apresenta maior teor de compostos antioxidantes no extrato em acetona e
apos a digestdo gastrointestinal, ap6s a digestao gastrica a Granny Smith é a variedade que

apresenta mais compostos antioxidantes, como verificado nos outros testes realizados.

3.3.4. Capacidade de Sequestro do Radical Hidroxilo

A determinacdo da capacidade das amostras em estudo para sequestrar o radical
hidroxilo constitui um ensaio com relevancia fisioldgica devido a possivel formacdo deste
radical em organismos aerobios (incluindo o Homem). Neste ensaio apenas foi possivel

considerar os resultados obtidos com as amostras apés a simulagédo da digestdo gastrica uma
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vez que, quer a acetona quer o branco da digestao gastrointestinal interferiram com o ensaio.
No caso da acetona esta levava a uma inibicdo de 100%, no caso do branco da digestao
gastrointestinal o valor rondava os 50% de inibicdo. Contudo, neste Ultimo caso, optou-se por
nao descontar o valor do branco as amostras uma vez que nao é sabido até que ponto a

presenca das amostras altera a acdo dos componentes do branco e vice-versa.

Os resultados da capacidade de sequestro do radical hidroxilo para as trés variedades
de macd apds simulacdo da digestdo gastrica, expressos em termos de percentagem de
inibicdo por mg de peso fresco de maga, encontram-se na Figura 3.6. Foi possivel verificar em
todas as amostras a ocorréncia de sequestro do radical hidroxilo, com consequente diminuicédo
da formacdo do composto cromogénico MDA-TBA, e correspondente diminuicdo da
intensidade da coloracéo résea no final do ensaio. Nado se verificaram diferencas significativas

entre as variedades no tratamento gastrico.
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Figura 3.6 - Capacidade antioxidante das variedades de mac¢d determinada pelo sequestro do radical
hidroxilo (% de sequestro/mg de maca). Médias com letras diferentes séo significativamente diferentes de
acordo com teste t (p<0,05). Letras minusculas diferentes significam diferencas significativas entre

tratamentos para a mesma variedade.

As variedades apresentaram capacidades de sequestro significativamente semelhantes
entre si. Contrariamente a todos 0s outros testes realizados, neste, a variedade Starking foi
aguela que teve uma maior percentagem de inibicdo na fase géastrica, sendo que as variedades
Granny Smith e Reineta apresentaram valores de inibicdo muito semelhantes entre si e
ligeiramente mais baixos do que a Starking. Assim, apesar de ndo haver diferencas

significativas entre as variedades parece que a variedade Starking teve mais facilidade em
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solubilizar compostos comparando aos outros testes. Estes resultados sugerem, que para além

dos compostos fendlicos, talvez outros compostos possam estar envolvidos nesta atividade.

3.3.5. Capacidade de Sequestro do Radical Anido Superéxido

A capacidade de sequestro do radical anido superdxido €, igualmente, um ensaio com
elevada relevancia biol6gica dada a possibilidade de formacédo in vivo deste radical. Os
brancos de ambas as digestfes nédo interferiram no ensaio, isto €, ndo demonstraram nenhuma
capacidade para sequestrar o radical anido superdxido. A analise dos dados obtidos (Figura
3.7) possibilitou concluir que todas as macds em estudo apresentaram capacidade de

sequestro do radical em questéo.
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Figura 3.7 - Capacidade antioxidante das variedades de mac¢é determinada pelo sequestro do radical
anido superéxido (mol EAG/100 g de maga) em trés variedades diferentes de macgd em trés tratamentos.
Médias com letras diferentes séo significativamente diferentes de acordo com teste t (p<0,05). Letras
mindsculas diferentes significam diferengas significativas entre tratamentos para a mesma variedade.
Letras mailsculas diferentes significam diferencas significativas entre variedades para o mesmo

tratamento.
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Os resultados mostraram ainda que a simulacdo da digestéo intestinal levou a uma
perda significativa dos compostos responsaveis por esta atividade, uma vez que se verificou
uma diminuicdo acentuada da percentagem de sequestro entre a simulacao da fase gastrica e
intestinal da digestdo. Foi igualmente possivel observar que a simulacao da digestao gastrica
foi bastante eficiente na solubilizacdo dos compostos antioxidantes presentes nos frutos. Estes
extratos apresentaram uma capacidade de sequestro do radical anido superoxido inferior (mas
muito pouco), a apresentada pelos extratos em acetona no caso da variedade Starking, ou
superior, no caso das variedades Granny Smith e Reineta. Um estudo feito com alhos obteve
resultados que também mostraram o aumento da capacidade antioxidante na fase gastrica
comparativamente a extracdo quimica. Estes autores sugerem que a capacidade antioxidante
dos alimentos possa, em alguns ensaios, ser subestimada porque os solventes organicos
utilizados na extracdo podem ndo conseguir solubilizar todos os compostos presentes na
matriz dos alimentos (Bhatt e Patel, 2013). Noutros estudos em que os fendis aumentaram na
digestdo géstrica os autores sugerem que este fato pode ser atribuido, principalmente, ao pH e
atividade enzimatica acida durante esta fase digestiva, que pode induzir a hidrélise de alguns
compostos fendlicos ligados a outros constituintes dos alimentos (Rodriguez-Roque et al.,
2013).

A variedade Granny Smith apresentou diferencas significativas entre todos os
tratamentos. A variedade Reineta ndo apresentou diferencas significativas entre os tratamentos
gastrico e acetona, mas ambos os tratamentos tiveram valores significativamente diferentes do
tratamento total. A variedade Starking ndo apresentou diferencas significativas entre os
tratamentos gastrico e acetona e ambos foram significativamente diferentes do tratamento total
assim como na Reineta. As variedades Granny Smith e Reineta ndo apresentaram diferencas
significativas entre elas no tratamento total, mas ambas foram significativamente diferentes da
variedade Starking que teve valores inferiores. No tratamento gastrico as variedades Granny
Smith e Reineta ndo apresentaram diferencas significativas assim como a Reineta e a Starking,
no entanto Granny Smith e Starking apresentaram diferencas significativas entre elas no
tratamento gastrico, sendo que a Granny Smith mostrou, novamente, maior atividade

antioxidante nesta fase de digestéao.

No extrato em acetona as variedades Granny Smith e Reineta ndo apresentaram
diferencas significativas entre si, sendo a Reineta a mostrar maior atividade antioxidante, mas
foram ambas significativamente diferentes da variedade Starking que apresentou menor
atividade. A macé Reineta foi a que no final da digestdo apresentou maior percentagem de
recuperacdo de atividade com um valor de 22%, seguindo-se a Granny Smith e Starking com
21% e 7% respetivamente. Os resultados estdo em concordancia com o teor de fendis,
flvondides e a maioria dos outros testes de capacidade antioxidante realizados, no entanto
neste em especifico, 0s compostos antioxidantes bioacessiveis apos a digestdo gastrointestinal
foram muito inferiores aos observados nos outros testes principalmente no caso da variedade

Starking que perdeu quase a totalidade dos compostos ap0s fase intestinal.
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4. Conclusdes

Os antioxidantes presentes em frutas, nomeadamente na maca, sdo tema de grande
interesse pela sua correlagdo com efeitos benéficos na sadde, no entanto para que estes
compostos possam exercer as suas propriedades no organismo humano tém de passar pelo
processo digestivo e ficar bioacessiveis ou para serem potencialmente biodisponiveis para
diferentes 6rgdos apo6s a sua absorcdo pelos enterécitos e a sua passagem para a corrente
sanguinea ou entdo para exercerem 0s seus efeitos bioldgicos no limen do trato
gastrointestinal. Por esta raz8o o objetivo deste trabalho consistiu no estudo do efeito da
simulacdo da digestdo gastrointestinal nas propriedades antioxidantes de trés diferentes
variedades de macda produzidas em Portugal, nomeadamente as variedades Reineta, Granny

Smith e Starking que estéo entre as mais consumidas no nosso pais.

Foram elaborados ensaios para quantificar o teor de fendis e flavondides totais e uma
vez que ndo existe um método universal para a determinacdo da atividade antioxidante, por
esta poder ser exercida através de diferentes mecanismos. Também a digestdo in vitro pode
transformar os compostos responséveis pela atividade antioxidante em diferentes formas
estruturais, as quais podem ter diferentes propriedades e fun¢gdes quimicas, sendo que estas
diferencas podem gerar resultados de atividade antioxidante diferentes quando avaliados por
diferentes métodos (Bhatt e Patel, 2013). Por isso a importancia da avaliacdo da capacidade
antioxidante ser feita por varios métodos. Neste estudo para avaliar esta atividade aplicaram-se
cinco ensaios diferentes, nomeadamente, os ensaios de avaliagdo da capacidade redutora
(FRAP e CUPRAC), capacidade de sequestro do radical DPPH" e capacidade de sequestro de
duas das espécies reativas de oxigénio que podem formar-se in vivo (radical hidroxilo e radical

anido superdxido).

Os resultados obtidos mostraram que a simulagéo da digestdo gastrointestinal levou a
uma perda de compostos visto que, de um modo geral, se verificou uma atividade antioxidante
estatisticamente inferior & obtida com a extracdo em acetona. O fato de se ter observado
sempre uma diminuicdo dos compostos apds as fases de digestdo comparativamente a
extragdo quimica (em acetona) pode sugerir que a extragdo quimica pode sobrestimar a
disponibilidade dos componentes ativos dos alimentos, quando comparados a fracao livre ap6s
a digestdo gastrointestinal. Esta observacdo vai de encontro com a obtida por outros autores
(Bouayed et al., 2011). Assim, os resultados mostram que a extracdo com solventes pode ndo
ser o melhor método para avaliar a atividade antioxidante dos alimentos. Na maioria dos
ensaios foi possivel observar que o conteido em fendis, flavonoides e atividade antioxidante
dos compostos digeridos aumenta significativamente durante a transicdo do meio &cido
gastrico para 0 meio alcalino intestinal, sugerindo que o meio intestinal possa facilitar a
libertagdo dos compostos ligados a matriz do alimento, o que pode ser explicado pelo tempo
adicional de extracdo e/ou pelo efeito das enzimas digestivas intestinais na matriz alimentar

complexa (Bouayed et al., 2011).
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Também foi possivel observar que durante a fase gastrica da digestdo ocorreu a
solubilizacdo da maioria dos compostos responsaveis pela atividade antioxidante das macas.
As amostras ndo se comportaram da mesma forma para todas as metodologias, € ndo houve
uma ordem de atividade antioxidante definida para todas. Assim, enquanto que nos ensaios
CUPRAC, DPPH' e no doseamento em fendis e flavondides totais se verificou um aumento
entre a digestdo géastrica e a gastrointestinal, nos restantes ensaios verificou-se o contrario,
sugerindo uma menor estabilidade dos compostos responsaveis pela atividade antioxidante

nas condi¢des intestinais.

Entre as variedades todos os testes, exceto o do sequestro do radical hidroxilo, em que
apenas foi possivel analisar as amostras da fase gastrica, mostraram que a variedade Reineta
foi a que apresentou mais compostos antioxidantes bioacessiveis tanto na extracdo quimica
como apos a digestdo gastrointestinal. A variedade Granny Smith apresentou valores
semelhantes mas inferiores exceto na fase de digestdo gastrica em que esta variedade
apresentou, na maioria dos testes, maior facilidade de solubilizacdo comparativamente com as
outras variedades sugerindo que 0s compostos presentes na matriz desta macga sao libertados
com mais facilidade no meio 4cido em relagdo ao observado nas outras variedades. A
variedade Starking foi aquela que apresentou sempre menos compostos antioxidantes quer
bioacessiveis ap0s a digestao, quer apds a extracdo quimica. Para além de parecer ter de fato
um menor contelldo em antioxidantes a variedade Starking também parece ser a mais sensivel
ao processo digestivo pois a percentagem de recuperacdo de compostos antioxidantes em

todos os testes foi sempre bastante inferior & apresentada nas outras variedades.

A menor concentracdo em compostos fendlicos, em particular em flavondides, assim
como a menor atividade antioxidante, verificada apés a simulacdo da digestéo,
comparativamente a extracdo com acetona, pode significar que uma parte dos compostos
responsaveis pelo potencial antioxidante das macas foi degradada durante o processo de
digestdo e/ou que nem todos foram extraidos da matriz da fruta. Com efeito, os compostos
antioxidantes das macas podem encontrar-se tanto na sua forma livre sollvel como ligados a
outros componentes, tais como proteinas ou polissacaridos, podendo ainda formar complexos
com minerais dificilmente solubilizados pela digestdo gastrointestinal (Bouayed et al., 2011). No
entanto, apesar de na maioria dos ensaios a atividade antioxidante detetada em ambas as
fases de digestao ser inferior & dos extratos em acetona, o que aponta no sentido da digestao
gastrointestinal ndo conseguir extrair todo o potencial antioxidante dos frutos, a atividade
antioxidante obtida sugere que as macéas ainda possam desempenhar um papel importante na
defesa antioxidante, em particular atuando na desativacdo de espécies reativas de oxigénio

que se possam formar no aparelho digestivo.

Vérios fatores, tais como caracteristicas da amostra, a atividade enzimatica,
composicao idnica, tenses mecanicas aplicadas e tempos de digestdo para cada etapa,
podem ter influéncia significativa sobre os resultados obtidos nos métodos de digestao in vitro.

Mesmo in vivo estes fatores variam fazendo com que as condi¢cdes de digestdo ndo sejam
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sempre as mesmas. Por exemplo, o tempo de digestdo no estdmago e intestino delgado
depende de caracteristicas individuais (idade, sexo, estado de saude, etc.) e dos alimentos
(quantidade total, composicao, tamanho de particulas, etc.), podendo variar consideravelmente.
Desta forma, a digestéo in vivo nunca pode reproduzir exatamente aquilo que acontece in vitro
(Hur et al.,, 2010), podendo no entanto dar uma ideia aproximada. Assim, o estudo da
bioacessibilidade dos componentes bioativos das diferentes variedades de macd estudadas
apos o processo de digestdo gastrointestinal, constitui um importante passo para tentar prever

se os efeitos benéficos observados in vitro podem ou ndo manter-se in vivo.

O perfil fitoquimico das macés depende de diversas variaveis. Assim, as concentracées
nestes compostos podem variar com a variedade, grau de maturagéo dos frutos, em resposta a
luz disponivel e a alguns tipos de fertilizacédo, o clima, o tipo de solo, assim como a colheita e
condi¢cdes de armazenamento (Boyer e Liu, 2004; Candrawinata et al., 2013). No entanto, com
base em diversos estudos sabe-se que a espécie é de longe a variavel que mais influencia a
composicao polifendlica quer de forma qualitativa, quer de forma quantitativa (Lamperi et al.,
2008). Assim, o consumidor deve ter em conta este aspeto na escolha de frutas no mercado.
Apesar deste estudo se ter baseado em macés provenientes de um Unico local de producéo e
obtidas num dnico ano, é possivel dizer que os resultados revelam as macés das variedades
Reineta e Granny Smith como melhores escolhas do que a variedade Starking devido a
apresentarem um conteldo em compostos antioxidantes bioacessiveis mais elevado. Os
potenciais beneficios da mac¢d na salude sdo numerosos por isso independentemente da

variedade sugere-se que esta fruta fagca parte da dieta da populacdo em geral.

De forma a dar continuidade a este estudo também seria relevante incluir a etapa da
bioassimilacdo, que poderia ser conseguida pela incorporacdo de modelos celulares, tais como
a linha celular de enterdcitos humanos Caco-2, que expressa os transportadores normalmente
presentes nos enterdcitos e constitui um bom sistema celular para realizar estudos de absorgao
intestinal. Seria igualmente interessante determinar por técnicas cromatograficas o perfil em
compostos fendlicos das variedades estudadas de modo a tentar estabelecer rela¢des entre as
atividades bioldgicas e a presenca ou auséncia de compostos especificos, tentando identificar
0s principais compostos bioativos presentes nas diferentes variedades e estudando de forma
individual o modo como sdo afetados pela simulagdo da digestdo. Seria ainda interessante
avaliar a forma como esta simulagdo pode afetar outras atividades biol6gicas, tais como, por
exemplo, a atividade antimutagénica contra mutagéneos diretos e pré-mutagéneos, atividade

antiinflamat6ria ou atividade antibacteriana.

Para além destas perspetivas e apesar das dificuldades relativas a enorme variedade
de polifendis e as suas diferentes biodisponibilidades e outros fatores de variabilidade, era
ainda interessante seguir a pesquisa no sentido de correlacionar a ingestdo de polifenéis
presentes nas macds com potenciais efeitos na saude em estudos epidemioldgicos. Uma
hip6tese seria realizar estudos in vivo em ratinhos de laboratério em que fosse possivel avaliar

0 impacto dos compostos antioxidantes presentes nas macds, em doencas e condi¢cdes
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fisiologicas especificas. As correlagbes in vitro in vivo sdo fatores muito importantes e ha
claramente necessidade de mais pesquisas sobre este tema de forma a desenvolver sistemas

bem definidos, mais realistas de modelos in vitro para avaliar de biodisponibilidade e
digestibilidade dos alimentos.
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