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Resumo

A elevada incidéncia nas sociedades industrializadas ocidentais de
doencgas relacionadas com disturbios alimentares, esta a conduzir a grandes
mudangas nos padrdes dietéticos da populagdo em geral, levando a que haja

um maior interesse por alimentos promotores de saude.

Entre a grande variedade de alimentos naturais benéficos para a saude
humana, encontram-se os frutos vermelhos, nomeadamente o mirtilo
(Vaccinium spp.), fruto muito conhecido quer pelo seu extraordinario poder
antioxidante (atribuido sobretudo ao seu elevado teor e diversidade em
compostos fendlicos), quer pelo seu sabor e aroma exdticos. De facto, o cultivo
comercial deste fruto tem vindo a aumentar exponencialmente, em particular
nos paises da América do Sul, devido a extraordinaria procura do mercado
americano e europeu por este fruto fresco, seus subprodutos, ou produtos de
valor acrescentado. Por outro lado, outras partes da planta do género
Vaccinium, como por exemplo as folhas e os caules, embora menos
conhecidas e estudadas do que o fruto, apresentam também propriedades
antioxidantes que podem contribuir, em grande parte, para os efeitos

terapéuticos que lhes séo atribuidas.

Sendo o setor agrario relevante para a economia da Regido Autonoma
dos Acores, reveste-se de grande importancia a investigagéo das propriedades
antioxidantes do mirtilo endémico da regido (Vaccinium cylindraceum) que se
encontra escassamente estudado, apesar de pertencer ao género Vaccinium
muito valorizado pelos seus potentes efeitos farmacoldgicos, nomeadamente
antioxidantes, atribuidos a sua fitoquimica unica e diversificada. Acresce o
facto de que Portugal continental cultiva e comercializa mirtilos, com sucesso,
ja desde a década de 90, colocando o fruto no mercado europeu nos meses de
Maio/Junho de cada ano, ou seja, antes dos demais concorrentes. O fruto
comestivel do mirtilo-silvestre dos Acores, se comprovado cientificamente
como sendo um produto diferenciado, podera também vir a competir, pela

diferenca, com os mirtilos produzidos na América e Europa.



Neste contexto, amostras de frutos, folhas e caules do mirtilo agoriano da
ilha de Sao Miguel foram avaliadas, no presente trabalho, quanto ao seu
potencial antioxidante, através do uso de diferentes ensaios antioxidantes
(poder redutor, capacidade de sequestrar o radical DPPH, capacidade de
sequestrar o radical anido superoxido, poder quelante e capacidade de inibicao
da oxidacgao lipidica pelo sistema [B-caroteno/acido linoleico) e da determinacéo
do teor de compostos fendlicos (fendlicos totais, flavondides totais e
antocianinas totais). Para comparagao do potencial antioxidante das amostras
de V. cylindraceum foram analisadas, nas mesmas condi¢gées experimentais,
amostras de fruto fresco maduro (comercial) de V. angustifolium, mirtilo
selvagem de plantio biolégico proveniente do norte do Canada (Quebec), e de
cha verde da Gorreana (Gorreana Hysson), da ilha de Sdo Miguel (Agores), um

poderoso antioxidante natural.

A analise dos resultados mostrou que as varias partes do mirtilo-silvestre
da ilha de Sdo Miguel apresentam elevadas propriedades antioxidantes e sao
uma excelente fonte de compostos fendlicos. Nomeadamente, o seu fruto
fresco, comparado com o fruto fresco de V. angustifolium, apresentou, para
uma concentragdo de amostra de 1,00 mg/ml: (a) uma potente capacidade de
sequestrar o radical DPPH (93% vs 22%; ECs0 0,18 vs 1,59 mg EAG/g amostra
seca); (b) uma capacidade de inibicdo da oxidagao lipidica pelo sistema [3-
caroteno/acido linoleico ligeiramente superior (64,4% vs 60,8%); (c) poder
redutor, poder quelante e capacidade de sequestrar o radical anido superéxido
ligeiramente inferiores (85,8% vs 95,9%, 74,8% vs 89,3% e 95,5% vs 98,8%,
respetivamente); (d) um teor de fendlicos totais superior (34,0 vs 20,7 mg
EAG/g de amostra seca); (e) um teor de flavondides totais similar (13,2 vs 13,3
mg ER/g de amostra seca) e (f) um teor de antocianinas totais superior (3,06 vs
1,76 mg ECy3Glu/g de amostra seca).

Relativamente as outras partes do mirtilo analisadas, e para uma
concentragdo de amostra de 1,00 mg/ml, destaca-se a extraordinaria
similaridade entre as suas folhas vermelhas e a amostra de cha verde,
nomeadamente: (a) uma potente capacidade de sequestrar o radical DPPH
(94,2% vs 93,9%; ECsy 0,03 vs 0,01 mg EAG/g amostra seca); (b) uma

capacidade de inibicdo da oxidagao lipidica pelo sistema [(-caroteno/acido

Vi



linoleico superior (37,8% vs 18,3%); (c) poder redutor, poder quelante e
capacidade de sequestrar o radical anido superéxido similares (74,0% vs
75,5%, 99,6% vs 98,8% e 63,5% vs 63,7%, respetivamente); (d) um teor de
fendlicos totais similar (247,3 vs 255,3 mg EAG/g de amostra seca); (e) um teor
de flavonodides totais similar (13,2 vs 13,0 mg ER/g de amostra seca) e (f) um
teor de antocianinas totais similar (0,63 vs 0,60 mg ECy3Glu/g de amostra

seca).

Em conclusao, os resultados obtidos representam um contributo para a
valorizacdo do mirtilo-silvestre dos Acgores como produto funcional e/ou
nutracéutico e, consequentemente, um incentivo a sua produgéo biolégica nos
Acores a partir de espécimes endémicas selecionadas, para posterior
comercializacédo e transformacao pela agroindustria, o que contribuira para a
diversificacao e desenvolvimento de novas atividades econémicas na area da
agricultura e da agroindustria com interesse estratégico para a Regido dos

Acores.

Palavras-Chaves: Vaccinium, Mirtilo-silvestre dos Acores, Antioxidantes,
Radical DPPH, Radical anido superdxido, Poder redutor, Poder quelante,
Oxidagao lipidica, Teor de polifendis totais, Teor de flavondides totais, Teor de

antocianinas totais, Alimentos funcionais, Nutracéuticos
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Abstract

The high incidence in Western industrialized societies of diseases related
to eating disorders, is leading to major changes in dietary patterns of the
general population, and consequently in a greater interest in promoting health
food.

Among the wide range of beneficial natural foods for human health, the
red fruits are, in particular blueberry (Vaccinium spp.), well-known fruits by its
extraordinary antioxidant power (attributed mainly to its high content and
diversity in phenolic compounds), and for its taste and exotic aroma. In fact, the
commercial production of this fruit has increased exponentially, particularly in
South America countries, due to the extraordinary demand for the American
and European markets by this fresh fruit, its by-products, or value-added
products. On the other hand, other parts of the genus Vaccinium, such as
leaves and stems, although less known and investigated than the fruit, also
have antioxidant properties that can contribute largely to the therapeutic effects

attributed to them.

The local agrarian sector is relevant to the economy of the Azores islands,
therefore it is important to investigate the antioxidant properties of endemic
blueberry (Vaccinium cylindraceum) which is poorly studied, although belong to
the Vaccinium genus that is highly valued for their potent pharmacological
effects, including antioxidant properties, attributed to its unique and diverse
phytochemical products. Moreover, Portugal (main land) produces and
successfully sells blueberries since the 90°s, placing the fruit on the European
market in the months of May/ June each year before the other competitors. The
edible fruit of the Azorean wild blueberry, if proven scientifically as a better
quality product, can also come to compete, in the future, with the blueberries

produced in America and Europe

In this context, samples of fruits, leaves and stems of the Azorean
blueberry from S&o Miguel island were evaluated in this study, as to its
antioxidant potential by using different antioxidant tests (reducing power, ability

to scavenge the DPPH radical, capacity to scavenge superoxide anion radical,
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chelating power and ability to inhibit lipid oxidation by 3-carotene system/linoleic
acid) and determining the content of phenolic compounds (total phenolics, total
flavonoids and total anthocyanins). In order to compare the antioxidant potential
of V. cylindraceum (VC) samples, were analyzed, under the same experimental
conditions, ripe fresh fruit samples of V. angustifolium (VA), biological comercial
plantation of wild blueberry from northern Canada (Quebec), and green tea
(Gorreana Hysson), a powerful natural antioxidant from Sao Miguel island

(Azores).

The results showed that the various parts of the Azorean wild blueberry
(VC) from Sao Miguel island have high antioxidant properties and are an
excellent source of phenolic compounds. Considering the sample concentration
of 1,00 mg/ml, and comparing the fresh fruit of VC with the fresh fruit of VA, the
conclusions are that VC fruit have: (a) a powerful ability to scavenge the DPPH
radical (93% vs 22%; ECsp 0.18 vs 1.59 mg EAG/g of dry sample); (b) a slightly
higher ability to inhibit lipid oxidation by B-carotene system/linoleic acid (64.4%
vs 60.8%); (c) a slightly lower reducing power, chelating power and capacity to
scavenge the superoxide anion radical (85.8% vs 95.9%, 74.8% vs 89.3% and
95.5% vs 98.8%, respectively); (d) a higher total phenolic content (34.0 vs 20.7
mg EAG/g of dry sample); (e) a similar total flavonoid content (13.2 vs 13.3 mg
ER/g of dry sample); (f) a higher total anthocyanin content (3.06 vs 1.76 mg
ECy3Glu/g of dry sample).

In regards to the other VC parts analyzed, and considering the sample
concentration of 1,00 mg/ml, it should be pointed that its red leaves shows an
extraordinary similarity with the green tea sample, namely: (a) a powerful ability
to scavenge the DPPH radical (94.2% vs 93.9%; ECsy 0.03 vs 0.01 mg EAG/g
of dry sample); (b) a higher ability to inhibit lipid oxidation by [-carotene
system/linoleic acid (37.8% vs 18.3%); (c) a similar reducing power, chelating
power, and capacity to scavenge the superoxide anion radical (74.0% vs
75.5%, 99.6% vs 98.8% and 63.5% vs 63.7%, respectively); (d) a similar total
phenolic content (247.3 vs 255.3 mg EAG/g of dry sample); (e) a similar total
flavonoid content (13.2 vs 13.0 mg ER/g of dry sample) and (f) a similar total
anthocyanin content (0.63 vs 0.60 mg ECy3Glu/g of dry sample).



In conclusion, the results represent a valuable contribution to the
knowledgement of the Azores wild blueberry as a functional fruit and/or
nutraceutical and therefore turn to be an incentive to organic production in the
Azores of the selected endemic specimens for further processing and
agribusiness marketing, which will contribute to the diversification and
development of new economic activities in the area of agriculture and

agribusiness with strategic interest for the Azores region.

Keywords: Vaccinium, Azorean wild blueberry, Antioxidants, DPPH radical,
Superoxide anion radical, Reducing power, Chelating power, Lipid oxidation,
Total phenolic content, Total flavonoid content, Total anthocyanin content,

Functional foods, Nutraceuticals
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Capitulo 1. Introducao

1.1. Enquadramento

A prevencdo de doencgas relacionadas com a alimentagdo € um dos novos
desafios sociais do século XXI. Estes novos desafios da sociedade s6 podem ser
resolvidos atravessando a barreira transfronteirica, interdisciplinar e multicultural
utilizando uma abordagem integrada que envolva a participacdao de todos os
interessados com um esforgco conjunto de modo a ultrapassar os desafios comuns e
as multiplas liga¢des as diferentes culturas populacionais europeias. Um dos fatores
mais importantes que possibilita esta parceria € a crise econdmica que se vive na
conjuntura atual, que deu origem a uma escassez de financiamento, tanto nos
setores publico como no privado. Deste modo tornou-se necessario criar um grupo
de investigacao europeia no que concerne a estreita relagdo entre a alimentacéo e

saude (European Comission, 2012).

Inumeros fatores afetam a qualidade da vida moderna, de forma que a
populacdo comecga a consciencializar-se da importancia dos alimentos contendo
substancias que auxiliam a promog¢ao da saude, trazendo com isso uma melhoria do
estado nutricional. De facto, as tendéncias mundiais da alimentagcao dos ultimos
anos demonstram um interesse crescente dos consumidores por determinados
alimentos que, para além da sua composi¢ao nutricional, proporcionem beneficios
para as fungdes fisiolégicas e quimicas do organismo humano. A par deste
fendbmeno, tem-se assistido a um aumento da oferta, variedade e qualidade dos
produtos alimentares, dando origem a uma nova area de desenvolvimento nas

ciéncias da nutrig&o.

O progressivo crescimento e desenvolvimento do setor alimentar tem pois
constituido também um estimulo a ado¢ao de novos habitos alimentares, como por
exemplo o consumo regular de pequenos frutos entre os quais se destaca o mirtilo
(Vaccinium spp.). De facto € enorme a popularidade deste fruto, primeiro nos
Estados Unidos da América e Canada e atualmente no mundo. Curiosamente,
existem vestigios arqueologicos que indicam que os mirtilos foram consumidos
frescos ou transformados pelo Homem, desde a pré-histéria. Também os animais
sdo extremamente apreciadores destes frutos. Por exemplo, nos Acores, o mirtilo

endémico da regidao (Vaccinium cylindraceum) integra a dieta de verdo do priolo

1



(Pyrrhula murina), uma das espécies de ave mais ameacadas e mais raras em toda
a Europa. Saliente-se, ainda, que o mirtilo dos Agores nao tem sido usado para fins
comerciais, contrariamente a outros mirtilos de Portugal que, desde a década de 90,

cultiva e comercializa este fruto (Fonseca & Oliveira, 2007; Serrado et al., 2008).

Varios estudos epidemioldgicos tém sugerido a existéncia de uma correlagao
positiva entre o consumo regular de frutos e vegetais frescos e a reducéo do risco de
ocorréncia de diversas doencgas cronicas. Estes alimentos, particularmente os frutos
vermelhos, além de conterem quantidades apreciaveis de vitaminas e minerais, sao
uma excelente fonte natural de fitoquimicos (em especial compostos fendlicos) que
tém demonstrado possuir diversas propriedades biolégicas especificas,
nomeadamente antioxidantes, desempenhando assim um papel importantissimo no
combate quer a diversas doencgas diretamente relacionadas com o stress oxidativo
(incluindo as doencas cardiovasculares, o0 cancro e as doengas
neurodegenerativas), bem como ao processo de envelhecimento (Arts & Hollman,
2005; Neto, 2007a).

Os frutos de mirtilo sdo conhecidos pelo seu extraordinario poder antioxidante,
atribuido sobretudo ao seu elevado teor em compostos fendlicos. No entanto, a
quantidade e diversidade de compostos fendlicos presentes nesses frutos e,
consequentemente, o seu valor terapéutico depende de varios fatores como a
espécie, o grau de maturacgao, a localizagao geografica, a composi¢cdo do solo, as
praticas de cultivo, entre outros (Lima et al., 2009; Prior et al., 1998; Rasteiro, 2012).
Por outro lado, outras partes das plantas do género Vaccinium, como por exemplo
as folhas e os caules, embora menos conhecidas e estudadas que o fruto,
apresentam também efeitos terapéuticos que séo atribuidos, em grande parte, as

propriedades antioxidantes destas plantas (Khalili et al., 2011; Vinson et al., 2001).

O género Vaccinium é, pois, muito valorizado pelos seus potentes efeitos
farmacoldgicos, incluindo propriedades antioxidantes, entre muitas outras (e.g.
antiinflamatadrias; anticancerigenas sobre varios tumores, como por exemplo bucal,
da mama, céblon, prostata, pulmdo, pancreas e linfoma; antiangiogénicas;
antihipertensivas e antiinfeciosas), atribuidos a sua fitoquimica unica e diversificada
(e.g. flavonois, antocianinas, proantocianidinas, catequinas, acidos hidroxicindmicos
e outros compostos fendlicos; outros acidos organicos e iridoides, triterpendides e
outros terpenos) cuja combinagdo pode produzir beneficios de saude sinérgicos.

Estes resultados sugerem as potencialidades do uso de varias espécies do género
2



Vaccinium como dieta quimiopreventiva, entre outras propriedades benéficas para a
saude humana (Neto, 2007b).

Neste contexto, reveste-se de grande importéncia a realizacdo do presente
estudo sobre o potencial antioxidante de diferentes partes (frutos, folhas e caules) da
planta endémica dos Agores pertencente ao género Vaccinium, o V. cylindraceum,
que se encontra escassamente estudada (Lima et al., 2009).

1.2. Objetivos gerais e especificos

Esta tese tem como objetivo geral o estudo farmacoldgico, nomeadamente o
potencial antioxidante, dos caules, folhas e frutos do mirtilo agoriano da ilha de Sao

Miguel.

De modo a concretizar o objetivo geral proposto, foram definidos os seguintes

objetivos especificos:

a) Recolha do material vegetal de Vaccinium cylindraceum (caules, folhas e
frutos);

b) Extracdo a frio do material vegetal por intermédio de solventes, como o
metanol;

c) Determinacdo e avaliacdo das propriedades antioxidantes in vitro dos
extratos de metanol através do uso de diferentes ensaios antioxidantes,
nomeadamente:

— poder redutor;

— capacidade de sequestrar o radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH);

— capacidade de sequestrar o radical aniao superoxido;

— poder quelante;

— capacidade de inibicdo da oxidacdo lipidica pelo sistema -
caroteno/acido linoleico;

d) Determinacédo do teor total de compostos fendlicos;

e) Determinacao do teor total de flavondides;

f) Determinacao do teor total de antocianinas;

g) Correlagao das referidas atividades antioxidantes (alinea c) com os teores

totais de compostos fendlicos, flavondides e antocianinas;



h) Comparagdo do potencial antioxidante das amostras de Vaccinium
cylindraceum com o do:
— fruto fresco maduro (comercial) de V. angustifolium, mirtilo selvagem de
plantio biolégico proveniente do norte do Canada (Quebec);
— cha verde da Gorreana da ilha de Sao Miguel (Agores, Portugal), um

poderoso antioxidante natural.

1.3. Contribuicao cientifica

Tendo em consideracido o exposto nos pontos anteriores, a realizacao desta
tese reveste-se de grande importancia, uma vez que visa uma melhoria do
conhecimento atual sobre as propriedades terapéuticas, nomeadamente
antioxidantes, de diferentes partes do mirtilo-silvestre endémico dos Acores
(Vaccinium cylindraceum). Podera contribuir, assim, para uma maior valorizagcao
desta planta como produto funcional e/ou nutracéutico. Consequentemente, pode
constituir um incentivo a produgao biologica desta planta nos Agores para posterior
comercializagcdo e transformacdo pela agroindustria, com potencial impacto

econdmico e social para a Regido Autbnoma dos Agores.

1.4. Estrutura da tese

Esta dissertagdo de mestrado encontra-se estruturada em cinco capitulos,
incluindo a presente introdu¢ao onde é feita a caracterizagcdo do tema em estudo. No
segundo capitulo é efetuado um enquadramento tedrico do tema do trabalho. O
terceiro capitulo refere-se ao trabalho experimental desenvolvido. No quarto capitulo
apresentam-se e discutem-se os resultados obtidos com o trabalho experimental
desenvolvido. Finalmente, no capitulo cinco sao apresentadas as principais

conclusdes deste trabalho, bem com as perspetivas para a sua continuacao.



