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RESUMO

Os efeitos protectores dos produtos naturais, como frutas e vegetais, na
salde estdo na sua maioria relacionados com os compostos fendlicos e
antioxidantes (Chun et al., 2005). Neste sentido, foi-se determinar a actividade
antioxidante de diferentes variedades de batata-doce, inhame, banana e mac¢a da
ilha Terceira. Uma vez que tanto a batata-doce como o inhame ndo sdao consumidos
crus, testou-se o efeito que os diferentes tratamentos térmicos tinham na
actividade antioxidante avaliada pela regeneracdo da peroxidase (HPR), expressa
em % da sua inibicdo. Verificou-se que processamento térmico da batata-doce
aumentou a sua actividade antioxidante, sendo este tanto maior se a batata fosse
cozida com casca. Ao contrdrio, o tratamento térmico nao afectou a actividade
antioxidante do inhame, no entanto a sua idade no momento da colheita afectou
claramente a actividade antioxidante, tendo-se verificado que quanto mais tempo
deixados na terra maior seria esta actividade. A actividade antioxidante exibida
tanto pela batata-doce como pelo inhame nao se relacionaram com a cor da polpa.
Na banana testou-se a actividade antioxidantes em trés estados de maturacao
(verde, intermédia e madura), tendo-se observado maior actividade antioxidante no
estado verde, seguido surpreendentemente do maduro e sé depois pelo
intermédio. Foi-se avaliar qual a influéncia que os polifendis poderiam ter na
actividade antioxidante, tendo-se determinado os polifendis totais e livres pelo
método Folin-Ciocalteau e os flavondides pelo método DMACA. Verificou-se que as
bananas verdes apresentaram as concentracdes mais elevadas, as quais diminuiram
ao longo do processo de maturacao, excepto no caso dos polifendis livres que
praticamente ndo sofreram alteracao. A maca foi das quatro espécies analisadas a
que apresentou maior actividade antioxidante, tendo-se verificado que a casca nao
afectou esta actividade. No entanto, os polifendis totais e livres foram
significativamente (a=0.05) maiores nas amostras em que a casca foi analisada em
conjunto com a polpa, ao contrario os flavondides ndao apresentaram diferencas. A
partir dos resultados obtidos no presente trabalho podemos concluir que as
variedades de produtos hortofruticolas da ilha Terceira tem a capacidade de
prevenir ou minimizar os danos provocados pelas espécies reactivas do oxigénio
pelo que sdo candidatos muito interessantes a nutracéuticos. Além disso,
consideramos que os resultados obtidos no presente trabalho poderao ser uteis na
definicdo das estratégias adoptadas para o melhoramento e selec¢ao das culturas

acorianas.



Abstract

The health protective effect of natural products such as fruits and vegetables is
mostly related to their antioxidants and phenolic compounds (Chun et al., 2005). In this
sense, the main purpose of this work was to determine the antioxidant activity of different
varieties of sweet potatoes, tarot roots, bananas and apples of Terceira Island. Since both
sweet potatoes and tarot roots are not eaten raw, we tested the effect of different heat
treatments on the antioxidant activity was evaluated by the scavenging activity against
H,O, assessed by the horseradish peroxidase (HRP) assay. It was found that heat
processing of sweet potato increased its antioxidant activity, which is much higher if the
potatoes were cooked unpeeled. Instead, the heat treatment did not affect the antioxidant
activity of tarot root, but their age at the time of harvest clearly affected the antioxidant
activity, i.e. taro roots harvested older showed much higher scavenging activity. The
antioxidant activities exhibited by both sweet potato and taro root varieties were not
related with flesh colour. The antioxidant properties of banana at different stages of
ripening were investigated and it was observed higher antioxidant activity in the green
state, followed by the mature and surprisingly only then by the intermediate state.
Moreover, in order to evaluate the influence that the polyphenols would have on the
antioxidant activity, the total and free polyphenols and flavonoids were assessed by the
Folin-Ciocalteau and DMACA methods, respectively. It was found that green bananas had
the highest concentrations, which decreased throughout the ripening process, except for
free polyphenols which almost didn’t change. From all samples analysed, apples were the
ones which displayed the highest antioxidant activity. Moreover we observed that the peel
did not affect the scavenging activity. However, total and free polyphenols were
significantly (a = 0.05) higher in unpeeled apples, unlike flavonoids showed no differences.
Our results strongly support that varieties of fruit and vegetable produce from the island of
Terceira have the ability to prevent or minimize damage caused by reactive oxygen species
and consequently, making them interesting candidate to nutraceuticals. Moreover, we
believe that information obtained in the present work will be helpful for breeding strategies

designed for Azorean crops.
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1. INTRODUGAO

O fendmeno de envelhecimento é o resultado da acumulagdo de lesbes
moleculares provocadas pelas reac¢des dos radicais livres (RL) nos componentes
celulares ao longo da vida, que conduzem a perda de funcionalidade e a doenca
com o aumento da idade, conduzindo a morte (Harman, 1956). Os RL existem em
abundancia na natureza, porém, aqueles que devido a sua elevada toxicidade
bioldgica adquiriram maior importancia sdo os radicais livres de oxigénio (RLO).
Foram, entretanto, sendo progressivamente identificadas outras moléculas
derivadas dos RL de oxigénio, também reactivas e toxicas apesar de ndo serem RL,
nomeadamente o peréxido de hidrogénio (H,O,) denominando-se espécies
reactivas de oxigénio (ERO). O aumento de doencas envolvendo a formacdo de
ERO, tais como, superdxido (02-) e o radical hidroxila (OH-), tem despertado um
interesse crescente uma vez que, estas desempenham um papel importante no
processo degenerativo de vdrias doencas, como sejam o cancro, a doenca
corondria, Alzeimer, doencas neurogenerativas, arteriosclerose e cataratas (Huang
et al., 2006).

As ERO geradas no organismo humano através da respira¢ao aerdbias
podem ser removidos, em pessoas saudaveis, por antioxidantes naturais, pelo que
uma dieta rica em frutas e verduras, ajudara o corpo a neutralizar estes radicais
livres, reduzindo os efeitos nocivos do stress oxidativo (Teow et al., 2007). Recentes
estudos epidemioldgicos tém demonstrado que dietas ricas em frutos e vegetais
estdao associadas a uma reduc¢ao do risco de doencas tais como, cancro, doengas
cardiovasculares, hipertensdo e AVC (Kano, et al., 2005). Os seus beneficios tém sido
atribuidos essencialmente a presenca de numerosos fitoquimicos, muito em
particular de compostos polifendlicos, que possuem actividade antioxidante,
imunomodeladora e efeitos antigenotdxicos (Chen et al., 2005).

Os fitoquimicos sao substancias que se encontram nos alimentos de origem
vegetal, biologicamente activas, que ndo sdo nutrientes essenciais para a vida (pelo
menos em curto prazo), mas tem efeitos positivos na saude. O seu papel tem vindo

a ganhar muita popularidade tanto nos paises desenvolvidos como em



desenvolvimento especialmente como “alternativas” contra as doencas crénica que
requerem tratamentos a longo prazo, pois embora as drogas sintéticas sejam
necessdrias para o alivio imediato, o uso prolongado desses farmacos nao sé
provoca efeitos colaterais como nauseas, alergias, e imunossupressdao, como o
metabolismo dessas drogas gera radicais livres (Nayaka et al., 2010).

No entanto, a exploracdo dos efeitos benéficos dos fitoquimicos implica o
conhecimento do seu comportamento nas diferentes fases da cadeia alimentar.
Sabe-se que a composicao fitoquimica pode variar consideravelmente em funcdo de
factores como a cultivar, o grau de maturacao, a composicao do solo, praticas de
cultivo, a parte da planta utilizada, o maneio pds-colheita e o tipo de processamento
(Gartner et al., 1997; Mithen et al., 2000; Schneeman, 2000).

Assim o presente trabalho teve por principal objectivo avaliar a possivel
interaccao dos fitoquimicos presentes em diferentes espécies hortofruticolas da
ilha Terceira com os ERO, no sentido de determinar a sua capacidade de prevenir ou
minimizar os danos provocados pelos RL. Neste sentido foi-se avaliar a actividade
antioxidante de diferentes variedades de batata-doce (Ipomoea batatas), inhame
(Colocasia esculenta), macad (Malus domestica) e banana (Musa acuminata) da ilha
Terceira, cultivadas por vdrios produtores pertencentes a Associa¢ao de Produtores
de Frutas, de Produtos Horticolas e Floricolas da Ilha Terceira (FRUTER). Pretendeu-
se ainda investigar o efeito que o tratamento térmico, o tempo de permanéncia na
terra e o estado de maturacdo podem ter na actividade antioxidante destes
hortofruticolas. Finalmente, este trabalho teve também como objectivo verificar
qual a contribuicdo do conteddo em polifendis totais, livres e flavondides na

actividade antioxidante nas duas frutas analisadas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A alimentacdo saudavel como um meio de promover a saide tem
despertado um interesse crescente tanto por parte dos consumidores como dos
investigadores. Estudos recentes tém demonstrado que uma dieta rica em frutos e
vegetais estd associada a uma redu¢do do risco de doengas tais como, cancro,
doencas cardiovasculares, hipertensdo e Acidentes Vasculares Cerebrais (AVC)
(Kano, et al., 2005). Os seus beneficios tém sido atribuidos essencialmente a
presenca de numerosos compostos polifendlicos, que possuem actividade

antioxidante (Chen et al., 2005).

2.1. Alimentos promotores de satude

O alimento é toda a substancia complexa usada para nutrir os seres vivos,
indispensavel a vida e que o organismo nao pode sintetizar pelo que tem que ser
ingerido (Saldanha, 1999). No entanto, hoje, é reconhecido que os alimentos ndo sé
proporcionam nutricao, mas também podem prevenir doencas e garantir uma boa
saude e longevidade. Este conceito ndo é novo para algumas culturas orientais, que
sempre acreditaram que determinados alimentos sdo benéficos para a saude e
alguns até mesmo terapéuticos.

Vdrios termos tém sido usados indistintamente para designar alimentos
promotores da saldde. A expressao alimentos adaptados, criada em 1989, é usada
para descrever alimentos que contenham ou sejam enriquecidos com componentes
quimicos de plantas biologicamente activos, nao-nutritivos, que sao eficazes na
reducdo do risco de cancro (Caragay, 1992). O termo nutracéuticos foi introduzido
também em 1989 pela Fundacdo EUA para a Inova¢ao na Medicina para se referir a
"qualquer substancia que é um alimento ou parte de um alimento e proporciona
beneficios médicos ou de salde, incluindo a prevencao e o tratamento da doenca"
(DeFelice, 1995). Em 1994, o Conselho do Instituto Americano de Medicina de
Alimentos e Nutricao definiu alimentos funcionais como "qualquer alimento ou
ingrediente alimentar que possa proporcionar um beneficio a saide além dos
nutrientes tradicionais que ele contém" (Thomas & Earl, 1994). Nutracéuticos sdo
também conhecidos como alimentos terapéuticos, alimentos medicinais,
suplementos nutricionais e suplementos dietéticos (Badard et al., 2008).

Vdrios factores como os avancos cientificos, a procura dos consumidores,
aumento com os custos dos cuidados de satide, o envelhecimento da populacao, os

avancos técnicos na industria alimentar e mudancas do ambiente regulador,
3



estimularam o desenvolvimento de alimentos funcionais (Hasler, 1996). Varios
estudos de investigacdo demonstraram cientificamente o papel crucial da dieta na
promocao da saude e bem-estar. Numa revisao bibliogréfica realizada por Block et
al. (1992) com cerca de 200 estudos epidemiolégicos sobre a relacdo entre o
consumo de fruta e hortali¢as e a incidéncia de diversos tipos de cancro, verificou-se
existir uma relacdo inversa entre ambos.

Diversos estudos epidemioldgicos tém indicado haver uma relagao entre a
dieta e as diferentes patologias, em especial, as doencas corondrias e o cancro,
estando normalmente os efeitos protectores da alimentacdao sobre essas
patologias, associados ao consumo de frutos e legume. Dentro deste contexto a
organizacao mundial de saide recomenda a ingestao de cinco por¢bes de fruta e
vegetais por dia para uma alimentacdo saudavel (Aprikian et al., 2001).

A incidéncia de morte provocada por cancro, AVC, aterosclerose, entre
outros, pode ser minimizada por meio de bons habitos alimentares (Badaré et al.,
2008), como uma alimentacdo rica em fibras, vitamina C, beta-caroteno, vitamina E
e outros compostos, sendo que o consumo didrio de frutas e vegetais frescos se
associa a um risco menor de desenvolver diferentes tipos de doencas crdnicas
(Baron et al., 2005).

A mudanca de estilo de vida, incluindo a mudanga de habitos alimentares é
muito importante na prevencao de diversas doencas, e para isto as recomendagdes
dos grupos de pesquisas estdo voltadas para a educacdo participativa de como
construir uma dieta equilibrada nao sé para prevencao de doencas, mas também
para promover a saude. Para tal, é necessdrio que se motive a populacdao desde
cedo, assim, as criancas e adolescentes constituem um importante grupo a ser

trabalhado (Baron et al., 2005).

2.2. Stress Oxidativo

As teorias sobre envelhecimento s3o inumeras e muitas delas estdo
obsoletas, mas a que melhor ilustra 0 mecanismo de envelhecimento € a teoria do
stress oxidativo. Esta foi inicialmente proposta por Harman em 1966, relacionando
os radicais livres (RL) no fenédmeno do envelhecimento, considerando que este
resultava da acumulagcdo de lesdes moleculares devido as reac¢bes dos RL nos
componentes celulares ao longo da vida (Harman, 1956), a qual dificulta a
manuten¢do de muitas fung¢des fisiolégicas normais (Huang et al., 2005).

Os RL sao atomos ou moléculas instaveis produzidos naturalmente no
organismo humano, que contém um ou mais electrdes desemparelhados na sua

4



orbita externa, o que Ihes confere uma grande instabilidade quimica (fig.2.1). Devido
a sua elevada toxicidade bioldgica adquiriram maior importancia os RL de oxigénio,
tais como o superéxido (O, ), o hidroxilo (HO*) e o oxigénio singleto (1/20,). No
entanto, foram sendo progressivamente identificadas outras moléculas derivadas
dos RL de oxigénio, também reactivas e tdxicas para o organismo, que, por nao
conterem electrées desemparelhados, ndo podem ser designadas de RL. Sao
exemplos desses compostos o peréxido de hidrogénio (H,0,) e o acido hipocloroso
(HOCI). A caracteristica comum a todas estas espécies € a potencialidade para reagir
com outros compostos gerando RL (Bast et al., 1991; Halliwell, 1991; Pryor, 1986).
Tendo em conta esta caracteristica, sdo frequentemente designadas de espécies
reactivas de oxigénio (ERO), incluindo na mesma categoria os RL de oxigénio e
outras moléculas altamente reactivas, sem electr6es desemparelhados, mas que

sdo potencialmente geradoras de RL (Bast et al., 1991; Halliwell, 1991).
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Figura 2.1. Formacao de um radical livre (Fonte: http://www.infoescola.com/bioquimica/radicais-

livres/)

O metabolismo celular basal esta continuamente a produzir ERO através da
reducdo da molécula de oxigénio (Morel & Barouki, 1999; Pérez & Muguercia 2000).
Estas sao produzidas por diversos organelos celulares, tais como, a mitocondria, o
reticulo endoplasmatico, os lisossomas, as membranas, os peroxissomas e o citosol,
sendo a mitocondria a maior fonte de producdo de ERO (fig.2.3), uma vez que esta
consome 90% do oxigénio utilizado pelo organismo, durante o processo de
respiracao celular (Lee et al., 2004). A incidéncia de doencas relacionadas a
processos cancerigenos no organismo, envolvendo a formacao de ERO, tais como,
peroxido de hidrogénio e o radical hidroxilo, tem despertado alguma atencao

(Junior et al., 2001).
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Figura 2.2. Transporte de electrées ao longo da membrana celular. Fonte: Yu, 1993.

DANA ILPTSPUIA

Por definicdo, o stress oxidativo consiste num desequilibrio entre oxidantes
e antioxidantes, sendo o desequilibrio a favor dos primeiros (Frei, 1999; Sies 1985 e
1997). A reac¢ao de um radical com outra molécula produz um radical diferente, que
pode ser mais ou menos reactiva do que a espécie original. Este processo tende a
repetir-se continuamente terminando, apenas, quando a extremidade radical que
contém o electrao desemparelhado formar uma ligacdao covalente com o electrao
desemparelhado de outro radical (Chang, 1994). Caso este processo ndo seja inibido
inicialmente por enzimas ou moléculas antioxidantes, vai ocorrer danos nas
macromoléculas bioldgicas, acumulando-se nas células e tecidos, devido ao
aumento de producao de ERO, ou da diminuicao da capacidade antioxidantes ou
ainda devido a diminuicao da velocidade de remocao e reparacao de ERO. Esta terd
sido a base da “Teoria do Stress Oxidativo” (Agarwal et al., 1994; Beckman et dl.,
1998; Dargel, 1992; Sohal, 1993 e 1994; Squier & Bigelow, 2000).

O aumento do stress oxidativo pode activar os factores de transcricao
sensiveis as ERO, induzindo um aumento da sintese de enzimas intervenientes nos
processos de defesa e na remocao de moléculas lesadas ou produtos resultantes da
sua oxidacdo. Todos os factores que induzem um aumento da formacdo de ERO
poderao perturbar a homeostasia mitocondrial, contribuindo para o aumento de
lesbes e mutacdes neste organelo celular, com implica¢des ao nivel da producao de
energia e manutencdo das funcGes vitais da célula (Barja et al., 1994 e 2000; Esteve
et al., 1999; Lal et al, 2001; Sohal et al., 1994).

Os danos do stress oxidativo estdao associados a um aumento do risco de
mutacdes e doencas degenerativas e cardiovasculares, além de exercer um papel
importante no processo de envelhecimento. Os agentes antioxidantes parecem ter
a capacidade de prevenir danos oxidativos, reduzindo o risco de ocorréncias de tais
doencas, além de retardar o envelhecimento celular (Gutteridge, 1993; Lindley,
1998), uma vez que as ERO estdo associadas a vdrias doencas degenerativas,

estando estas por sua vez associadas ao envelhecimento (Packer & Weber, 2001).



Os RL ou as ERO sdo capazes de causar a oxidagao dos lipidos e das proteina,
a quebra de ligag6es do DNA, modificages das bases e modulagdo na expressao do

gene (Lee et al., 2004).

2.2.1. Oxidac¢ao dos lipidos

A oxidagao dos lipidos é uma reaccao em cadeia de um RL e de uma ERO que
pode acelera a sua prépria oxida¢dao, estando as membranas celulares envolvidas
neste processo (Girotti, 1998). As cadeias longas de lipidos sdo, também, altamente
susceptiveis de ser lesadas pelas ERO, podendo ocorrer reac¢bes de peroxidacao
lipidica em cadeia. Um dos produtos da oxida¢do dos lipidos, malonaldeido, reage
com os fosfolipidos e os acidos nucleicos sofrem uma modificacdo estrutural que
induz disfun¢bes no sistema imunitdrio. Os compostos ndo radicais, formados
durante a degradacdo dos acidos gordos, podem, ainda, ter um efeito lesivo nas
estruturas bioldgicas, uma vez que s3o menos reactivos, conseguem atingir
biomoléculas distantes do seu local de origem, com as quais estabelecem liga¢bes
covalentes. Os produtos da oxidacao dos lipidos foram encontrados em doengas
como a diabetes, arteriosclerose e doenga do figado. As lipoproteinas de baixa
densidade sao estruturas complexas e as modifica¢gbes oxidativas destas estdo

envolvidas no desenvolvimento da arteriosclerose e doencas cardiovasculares.

(Frei, 1995).

2.2.2. Oxidagdo das proteinas

As ERO podem atacar proteinas produzindo o grupo carbonilo e outras
modificagdes nos aminodcidos. As modificacdes das proteinas sdo iniciadas pelo
radical hidroxil levando a oxidacdao de cadeias de aminoacido, proteina-proteina
“cross linkage” e fragmentacdo protéica (fig.2.3a) (Berlett & Stadtman, 1997;
Stdtman, 2000). A disponibilidade do oxigénio, do anido superdxido e a sua forma
protonada (HO,) determinam a via do processo de oxidacdo das proteinas. (Lee et
al., 2004).

A induc¢do do 3-clorotirosina em tirosina pela ac¢ao do acido hipocloridrico, a
oxidacdao da histidina em 2-oxohistidina no local de ligacdo do metal a proteina, a
oxidacdo dos grupos triol e a geracao de derivados de carbono dos aminodcidos sao
alguns exemplos de modifica¢ées protéicas (Berlett & Stadtman, 1997). O 4-hidroxil-
2-nomenal da oxidacao dos lipidos pode reagir com residuos de lisina, histidina e
cisteina levando a formacdo da proteina carbonilo dos aldeidos (fig.2.3b). O

malonaldeido também da oxidacao dos lipidos reage com grupos de proteinas



causando a oxidagdo destas. A nitrotirosina, produto das espécies reactivas de
nitrogénio na tirosina, foi detectada em lesdes arteriosclerdticas, urina e fluidos
corporais em pacientes com doencas inflamatdrias crénicas (Virag et al., 2003).

A oxidacdo das proteinas afecta as altera¢bes nos mecanismos de
transducao do sinal, sistemas de transporte, actividades enzimaticas e aterosclerose
(Stadtman, 1992; Berlett & Stadtman, 1997).
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Figura 2.3 Mecanismos de oxidacdo das proteinas (a) e formac&o da proteina carbonilo dos aldeidos

(b). Fonte: Lee et al., 2004.

2.2.3. Modificacoes e quebra de ligacoes no DNA

A hipdtese da lesao oxidativa do DNA no fendmeno de envelhecimento é
sustentada por evidéncias experimentais. As mitocondrias e o nucleo possuem o
seu proprio DNA, sendo que o DNA mitocondrial é muito sensivel a danos oxidativos
devido a falta de proteinas protectoras, histonas, e locais fechados a sistemas
produtores de espécies reactivas de oxigénio. O radical hidroxil oxida a guanina ou
timina em 8-hidroxil-2-desoxiguanina e glico timina, respectivamente, modificando o
DNA, ocorrendo a mutagenese e a carcinogenese (Ames et al., 1993).

O aumento do stress oxidativo mitocondrial pode desencadear uma série de
reac¢bes em cadeia que terao como resultado o termo da vida da célula,
possivelmente por apoptose ou autdlise (Nicholls et al., 2000). A lesdo oxidativa do
DNA, leva a um declinio na funcao celular que podera contribuir decisivamente para

o fendmeno de envelhecimento e doencas degenerativas associados aos processos



envelhecimento secundario, como o cancro (Ames & Gold, 1991; Lezza et al., 1999;
Sohal et al.,, 1993). Um baixo nivel de danos oxidativos de bases no DNA foi
encontrado em pessoas saudaveis, sendo que o contrario foi encontrado em pessoa
com doencas inflamatdrias crénicas com a artrite reumatdide (Halliwell, 1997).

E necessario ter consciéncia de uma inter-relacdo entre os factores que
influenciam o envelhecimento, ou que sao dele consequéncia, de modo a

compreender o processo de envelhecimento (Mota et al, 2004).

2.3. Mecanismos para combater o Stress Oxidativo

O nivel de lesdo celular causada pelas ERO depende, no entanto, da
capacidade de defesa dos antioxidantes, assim como, da capacidade de reparacao
celular. Isto é, os organismos aerdbios possuem sistemas de defesa organicos para
proteger as suas células dos efeitos nocivos dos produtos do metabolismo
oxidativo, transformando-os noutros produtos menos tdxicos ou ndo tdxicos
(Lawler & Powers, 1999). Um antioxidante é, por definicdo, qualquer substancia
que, quando presente em baixas concentra¢des relativamente as concentracdes
dos substratos oxidaveis, atrasa significativamente, ou inibe, a oxidagao desses
substratos por ERO (Sies, 1997). Os antioxidantes compreendem sistemas
enzimaticos e nao enzimdticos, podendo a neutralizagdo das ERO ser
complementada por diversos antioxidantes (Goldfarb, 1999). Neste sentido, para
confrontar as reac¢des potencialmente nefastas iniciadas pelo metabolismo
oxidativo, os organismos possuem uma grande diversidade de mecanismos de
defesa, que incluem a prevencao, a intercepc¢ao e a reparacao (Laires et al., 2001).

Os mecanismos de prevencao actuam de modo a evitar a formagdo de ERO.
Neste grupo estdo incluidas enzimas e moléculas que previnem a formacdao de
compostos reactivos de oxigénio. Sao exemplos, as enzimas da cadeia respiratdria
que catalisam a reducao do oxigénio a dgua sem que ocorra a formacao de radicais
livres de oxigénio, assim como as moléculas que ligam i6es metdlicos (ex. o ferro
ligado a hemoglobina) e que impedem a participacdo livre destes iGes em reaccdes
do tipo Haber-Weiss (Laires et al., 2001). E possivel que danos provocados nas
enzimas implicadas nos processos de prevencdo possam ser responsaveis pelo
aumento da producao de ERO. Considerando, como exemplo, as enzimas da cadeia
respiratdria, é possivel que erros na sintese destas enzimas contribuam para o
aumento dos niveis de ERO formadas pela célula (Shadel & Clayton, 1997).

O aumento de ERO pode induzir, em situacbes extremas, a morte celular.

Contudo, ha sempre a possibilidade destes compostos reactivos serem
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interceptados por enzimas e moléculas antioxidantes. A intercepcdao das ERO é
efectuada pelos mecanismos antioxidantes que protegem as células e tecidos dos
efeitos negativos das ERO (Sen, 2001). Os antioxidantes bioldgicos sdo um pré-
requisito para a sobrevivéncia das células e incluem: 1) compostos enzimaticos, tais
como a superéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase
(GPx); 2), moléculas que neutralizam os radicais hidrofilicos como o ascorbato, o
urato, e a glutationa reduzida (GSH); 3) moléculas que neutralizam radicais
lipofilicos como os tocoferois, flavondides, carotendides e ubiquinol; 4) enzimas
envolvidas na reducao de formas oxidadas de pequenos antioxidantes moleculares
(glutationa redutase, dehidroascorbato redutase) ou responsaveis pela
manutencdo dos grupos tiol das proteinas (tioredoxina redutase); e 5) os
mecanismos celulares que mantém um meio reduzido (por exemplo, glucose- 6-
fosfato desidrogenase, que regenera o NADPH -fosfato de dinucledtido de adenina
nicotinamida) (Beckman e Ames, 1998).

As principais enzimas antioxidantes presentes nos sistemas biolégicos sao a
SOD, a GPx e a CAT (Halliwell, 1991). Em situacdes de stress oxidativo intenso, estas
enzimas sdo capazes de produzir espécies menos reactivas ou de neutralizar
metabolitos do oxigénio reactivo (Powers & Leeuwenburgh, 1999). A SOD catalisa a
dismutacdo do radical superéxido em peréxido de hidrogénio e oxigénio (Fig. 2.4).
A CAT converte o H202 em 3agua e oxigénio. A GPx catalisa a reducao do H202 e
outros hidroperéxidos (ROOH), utilizando a glutationa reduzida (GSH) como dador
de electrdes, formando glutationa oxidada (GSSG) (Yu, 1994). Uma vez que a
funcionalidade da GPx estd dependente da GSH como dador de electrdes as células
possuem a enzima glutationa redutase (GR) capaz de regenerar a GSH a partir da
GSSG (Wang e Ballatori, 1998).

SOD CAT
oy ——m H,0, — H,0
GPx
GSH GSSG
GR

Figura 2.4. Enzimas antioxidantes. Fonte: Luchese, 2009.
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Para além das enzimas antioxidantes, os organismos aerdbios possuem,
também, mecanismos ndo enzimdticos antioxidantes, lipofilicos (vitamina E, B-
carotenos, ubiquinona e ubiquinol e flavondides) e hidrofilicos (vitamina C e
glutationa), que (i) previnem a formacdo de radicais, (ii) neutralizam as ERO ou
convertem-nas em espécies menos activas, (iii) participam na reparacdo dos danos
iniciados pelos radicais e (iv) participam, em conjunto com outros agentes, na
manutencdo do equilibrio do estado redox da célula (Goldfarb, 1999). Na sua
grande maioria, os antioxidantes ndo enzimaticos sao exdgenos, pelo que tem que

ser veiculados pelos alimentos.

2.4. Antioxidantes Nutracéuticos

Entende-se por antioxidante nutracéutico um alimento ou parte deste que
promove beneficios médicos como a prevencao ou tratamento de doencas. Os
antioxidantes nutracéuticos podem inibir ou diminuir a forma¢dao de RL,
interrompendo a reaccao em cadeia destes na propagacao da oxidacao dos lipidos.
Os nutracéuticos podem ser agrupados de diferentes maneiras, dependendo da
fonte de alimentacdo, do modo de acc¢do, e da estrutura quimica (Wildman, 2001).
Podem ser enzimas, compostos doadores de hidrogénio, metais quelantes, e

supressores do oxigénio singleto (Lee et al., 2004).

2.4.1. Dadores de hidrogénio

Os antioxidantes que sao capazes de doar um atomo de hidrogénio aos RL,
sao capazes de converté-los em radicais estaveis e produtos ndo radicais,
prevenindo a oxidacao dos lipidos. A etapa da propagacao na oxidacao dos lipidos é
lenta e a concentracdo do radical peroxil leva a cabo a formacao um dos maiores
radicais de acidos gordos (Frankel 1985). Os “scavengers” dos radicais livres, que
reagem com o radical peroxil antes dos &acidos gordos polinsaturados (PUFA),
previnem a oxidacdao dos lipidos. Os antioxidantes de cadeira-quebrada doam
atomos de hidrogénio ao radical peroxil e convertem-no num produto estavel e ndao
radical. (tab.1) (Decker 1998; Decker et al.,, 1999). Os radicais antioxidantes
formados por antioxidantes doadores de hidrogénio podem reagir com a alquila,
com o alcoxil, com o radical peroxil dos PUFA e com os compostos estdveis gerais

ndo radicais (tab.1).

11



Tabela 1. Reac¢do dos antioxidantes doadores de hidrogénio com os radicais. Fonte: Lee et al., 2004.

R. + AH RH + A
RO. + AH s ROH + A
ROO. + AH — ROOH + A
R- + A — RA

RO- + A. — ROA

ROO. + A- — ROOA
Antioxidant + O —  Oxidized antioxidant

2

Quando os compostos actuam como antioxidantes ou pro-oxidantes podem
ser determinados pelo potencial de reducdo standard de 1 electrdo. (tab.2). Os
potenciais de reducdo standard de 1 electrao da alquila, do alcoxil e o do radical
peroxil dos PUFA sdo 600, 1000 e 1600 mV, respectivamente (tab.2) (Buettner
1993). Para funcionarem como antioxidantes e prevenirem a oxidacdo dos lipidos o
potencial de reducdao do “scavenger” dos radicais livres tem de ser inferior a 600

mV, uma vez que este corresponde ao potencial de reducdo dos PUFA (Buettner

1993).

Tabela 2. Poténciais de reducdo standard de 1 electrdo (mV) a pH 7 para a selec¢do de radicais pares.

Fonte: Lee et al., 2004.

HO-, H+ / H,O 2310
RO., H+ / ROH 1600
ROO-, H+ / ROOH 1000
GS./GS™ (glutathione) 920
PUFA-, H+ / PUFA 600
Catechol-, H+ / Catechol 530
a-Tocopheroxyl-, H+ /

o-Tocopherol 480
H,0,, H* / H,0, HO- 320
Ascorbate™, H* / Ascorbate 282
O%/D g0 -330
R&SR/ RSSA- (GSH) ~1500
H,O /e, —2870

azSF = reduced glutathions; PUFA = polyunsaturated fatty acids.

Os radicais livres recém-formados a partir dos antioxidantes nutracéuticos
devem ser estdveis o suficiente para ndo participar de outras reaccdes em cadeia de
oxidacdo lipidica. Os radicais de compostos fendlicos podem ser estabilizados por

meio da formacdo estruturas de ressonancia (Fig.2.5).
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Figura 2.5. Esuturas de ressonancia na estabiliza¢do dos radicais antioxidantes fendlicos. Fonte: Lee
etal., 2004.
2.4.2. Metais quelantes

Os metais de transicdo como ferro e cobre desempenham papéis
importantes em etapas de iniciacao e propagacao da oxidacgao lipidica. No inicio da
etapa de oxidacao do oxigénioé necessario haver a remoc¢ao de um atomo de
hidrogénio e a presenca de um metal pode acelerar a etapa de iniciacao da oxidacao
lipidica. Os metais podem decompor o hidroperéxido para formar um radical
peréxido e o alcoxil, acelerando também a oxidacdo lipidica (Min, 1998; Papas,
1999). Estes também estdo envolvidos na formacdo do oxigénio singleto e se o
perdxido de hidrogénio reagir com um ido metalico de transicao é capaz de formar
o radical hidroxilo (Lee et al, 2004).

Os metais quelantes formam i6es complexos ou compostos com metais,
ocupando todos os sitios de coordenac¢ao do metal, prevenindo a oxidacao ciclica
do metal. Estes sdo capazes de prevenir a interaccao entre metais e intermediarios
lipidicos. Exemplo destes sao o acido ascdrbico, acido citrico e alguns aminoacidos

(Decker 1995; Halliwell et al., 1995; Ramon & Gonzalo, 2002).

2.4.3. Supressores do oxigénio singleto

Existem 2 mecanismos (fisicos e quimicos), o mecanismo fisico consiste na
conversao do oxigénio sigleto num trio de oxigénio por transferéncia de energia ou
transferéncia de cargas, sem quaisquer intermedidrios. No mecanismo quimico
envolve varios intermediarios, como a oxidacao dos produtos. Os supressores do
oxigénio sigleto devem possuir uma estrutura rica em electrbes, tais como

moléculas com liga¢bes duplas para reagirem com o oxigénio singleto. Os
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carotendides sao uns bons supressores do oxigénio sigleto, uma vez que possuem
varias ligacdes duplas na sua constituicdo (Boff & Min, 2002). O 4cido Urico tem sido
considerado um bom eliminador do oxigénio sigleto (Halliwel, 1996), sendo que a
tirodoxina tem sido indicada como boa supressora do oxigénio sigleto, bem como
do radical hidroxil, que actua independentemente do seu potencial redox (Kumuda
& Chandan, 2000).

2.5. Fitoquimicos com Actividade Antioxidante

2.5.1. Tocoferol e Tocotrienol

O tocotrienol é o andlogo insaturado do tocoferol (vitamina E). Estes apenas
diferem na sua estrutura de trés liga¢6es duplas na posicdo 3, 7 e 11 da cadeia lateral
do tocotrienol (Fig.2.6). Estes sdo muito apolares e existem na fase lipidica. Os
tocoferdis sdao constituintes naturais das membranas bioldgicas, sendo que os
tocotriendis sao encontrados principalmente no déleo de palma, graos, cereais e

couve (Watkins et al., 1999).

Trivial Name  Chemical Name R, R, R,

o-Tocopherol  5,7,8-Trimethyltocopherol CHy;  CH;  CH,
B-Tocopherol  5,8-Dimethyltocopherol CH, H CH,
Y-Tocopherol 7.8-Dimethyltocopherol H CH, CH;
o-Tocopherol  8-Methyltocopherol H H CHy

R

Trivial Name  Chemical Name R, R, Ry

o-Tocotricnol  5,7,8-Trimethyltocotrienol  CH,  CH,  CH;
B-Tocotrienol  5,8-Dimethyltocotricnol CH, H CH,
Y-Tocotricnol  7,8-Dimethyltocotricnol H Cl, CH,
o-Tocotrienol  B-Methyltocotrienol H n CH,

Figura 2.6. - Estrutura do Tocoferol e o tocotrienol. Fonte: Lee et al., 2004.

O tocoferol é um tipico e importante antioxidante nos humanos. Este inibe a
proliferacdo de células musculares lisas e a actividade da proteina quinase C, tendo
sido associado a reducao de doencas cardiacas, a progressao da doenca de
Alzheimer e na prevencdo do cancro (Meydani, 2000).

O tocotrienol tem demonstrado possuir actividade anticancerigena e
capacidade de reducao do colesterol, havendo estudos in vitro que demonstram
que estes possuem maior capacidade de inibicdo da oxidacdo do LDL (Watkins et dl.,

1999), uma vez que este possui capacidade de inibir a hidroximetilglutaril-CoA
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(HMG-CoA) redutase, uma enzima limitante na via de sintese do colesterol
(Rodriguez et al., 2006).

O tocoferol e o tocotrienol sdo potenciais nutracéuticos, uma vez que ambos
possuem 0s mesmos mecanismos antioxidantes, apesar do tocotrienol possuir
maior facilidade de mobilidade no interior da membrana bioldgica, maior
capacidade de reciclagem e de inibicao da oxidacdo do figado do que o tocoferol
(Watkins et al., 1999).

2.5.2. Acido Ascérbico

O d&cido ascdrbico é uma vitamina hidrossoldvel, também conhecida por
vitamina C, sendo este considerado um nutriente essencial para 0 homem, pois este
ndo é capaz de sintetiza-lo (Burns, 1959). Este desempenha papéis essenciais no
metabolismo mineral, nas funcdes antioxidantes intracelulares e na proteccao das
células de plantas e insectos, contra as ERO (Huang et al., 2007).

O acido ascdrbico é oxidado duas perdas sucessivas de electrbes simples,
sendo primeiro transformado o acido semi-dehidroascdérbico, e de seguida o radical
acido semi-dehidroascdrbico que apds perder outro electrao forma o acido
dehidroascdrbico (fig.2.7). A oxidacdo do 4cido ascdrbico pode ser influenciada pelo

calor, exposicdo solar, pH, concentracdo do oxigénio e actividade da dgua (Gregory,
1996).

CH,OH CHOH
H=-C-0H H-C-0OH
O 0 o0
7’
H H
HO O 0O
Ascorbic acid Semi-dehydroascorbic acid ~ Semi-dehydroascorbate radical Dehydroascorbic acid

Figura 2.7. Transformagdo do acido ascdrbico. Fonte: Lee et al., 2004.

O acido ascorbico estd associado na prevencdo de certos cancros, doencas
cardiacas e gripes comuns (Kaur & Kapoor, 2001).

Os mecanismos antioxidantes do acido ascdrbico sao baseados na doagao de
atomos de hidrogénio aos radicais lipidicos, supressao de oxigénio singleto e na
remocdo de oxigénio molecular (Rumsey et al., 1999). O acido ascérbico é um
excelente doador de electrbes devido ao seu baixo potencial de reducao standard
de 1 electrdo (282 mV), a geracdo do acido semi-dehidroascdrbico é relativamente
estdvel e de facil conversdao de dacido ascérbico para dacido dehidroascdrbico
(Rumsey et al., 1999).
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A regeneracdao dos radicais tocoferol em tocoferol através do acido
ascorbico foi conhecida em 1940. Este processo ocorre devido a diferenca do
potencial de reducdo standard de 1 electrdo entre estes. O grupo de fenol do
tocoferol esta localizado perto da interface da membrana bioldgica, sendo assim o
acido ascérbico pode aceder facilmente ao sitio activo do antioxidante dos

tocoferdis e regenerar tocoferdis dos radicais tocoferol (Buettner & Jurkiewicz,
1996).

2.5.3. Carotendides

Os carotendides sao um grupo de tetraterpendides, responsdveis pela cor
amarela, laranja e vermelho de vdrios frutos e vegetais, sedo sintetizados por
plantas, algas, fungos, leveduras e bactérias. O carotendide é constituido por
unidades isoprendides formados ou pelo cabe¢a-cauda ou cauda-cauda. Existem
basicamente duas classes de carotendides: os carotenos e as xantofilas (deMan,
1999).

Os principais carotendides encontrado no sangue humano e que foram
investigados em termos de beneficios para a saide foram o [ e a-caroteno, luteina
e o licopeno, sendo estes também os mais encontrados nos alimentos (Rodriguez et
al., 2006).

O potencial antioxidante dos carotendides tem sido associado na prevencao
de doencas iniciadas por RL, tais como arterosclerose, cataratas e esclerose
multipla, sendo que o consumo de tomate, devido ao licopeno, esta associado a
varios beneficios para a saide, bem como a prevencao de varios tipos de cancros e
de doencas corondrias (Weisburger, 1999).

Os carotendides sao os maiores supressores do oxigénio singleto no sistema
bioldgico (Foote, 1976). Esta afinidade varia consoante liga¢cdes duplas conjugadas,
o tipo e o numero de grupos funcionais na estrutura do anel das moléculas (Beutner
et al., 2000). Em relacdo a doacdo de atomos de hidrogénio na actividade
antioxidante dos carotendides existe uma controversa, uma vez que o catido radical
B-caroteno pode doar dtomos de hidrogénio (Liebler, 1993; Mortensen et al., 2001;

Lee et al., 2003) e por outro lado consegue doar electrdes (Edge et al., 1997).

2.5.4. Acido lipéico
O 4cido lipdico estd presente no figado, na carne e no coracdo. Este é capaz

de prevenir os danos oxidativos das proteinas e actividade antioxidante deste ajuda
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a reduzir as complica¢bes da diabetes, uma vez que este desempenha um papel
importante na reducdo da concentracao da glucose no sangue. Este possui ainda a
capacidade de regenerar a glutationa no figado, rins e nos pulmdes e ainda as
vitaminas C e E (Bast & Haenen, 2001).

O &cido lipdico pode melhorar declinio da memdria e da funcao cognitiva,
com o aumento da idade, bem como doencas do cérebro, incluindo Alzheimer e
Parkinson (Kramer & Packer, 2001). Este é considerado um excelente antioxidante
uma vez que possui capacidade sequestradora de RL, de metal quelante, de
interaccdo com outros antioxidantes, regeneracao metabdlica e regulacdo de genes

(Bast & Haenen, 2001).

2.5.5. Polifendis

Os compostos fendlicos ou polifendis sao originados do metabolismo
secundario das plantas, sendo essenciais para o seu crescimento e reproducdo,
além disso sao capazes de formarem-se em condicOes de stress, como, infec¢bes,
ferimentos, radiac6es UV, entre outros (Naczk & Shahidi, 2004). Estes sdo definidos,
quimicamente, como substancias que possuem anel aromatico com um ou mais
substituintes hidroxilicos, incluindo os seus grupos funcionais. Possuem uma
estrutura varidvel sendo considerados por tal como multifuncionais. Existem cerca
de cinco mil fendis, entre eles, os flavondides, acidos fendlicos, fendis simples,
cumarinas, taninos, ligninas e tocoferdis (Shahidi & Naczk, 1995).

Estes tém despertado interesses nos ultimos anos devido a varios estudos
onde estes compostos foram identificados por trazem algum beneficio a saulde,
desde da prevencao da carie até ao cancro, devido ao seu poder antioxidante.
Apresentam diversas caracteristicas como, anti-carcinogénicas, anti-aterogénicas,
anti-trombdticas, anti-microbianas, vasodilatadora e analgésica (Wollgast & Anklan,
2000).

Os flavondides sao compostos largamente distribuidos no reino vegetal,
encontram-se presentes em frutas, folhas, sementes e em outras partes da planta
na forma de glicosidios ou agliconas (Harborne et al., 1999). Sdo compostos de
baixo peso molecular, consistindo em 15 atomos de carbono, organizados na
configuragdao C6-C3-C6. A estrutura quimica dos flavondides consiste em dois anéis
aromaticos, denominados anel A e B, unidos por trés carbonos que formam um anel

heterociclico, denominado anel C (Fig.2. 8) (Merken & Beecher, 2000).
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Figura. 2.8. Estrutura quimica dos flavondides. Fonte: Angelo & Jorge, 2007.

Varia¢des em substituicao do anel C padrao resultam em importantes classes
de flavondides, como flavondis, flavonas, flavanonas, flavandis (ou catequinas),
isoflavonas e antocianidinas (fig.2.9). Substituicdes dos anéis A e B originam
diferentes compostos dentro de cada classe de flavondides. Estas substitui¢bes
podem incluir oxigenacdo, alquilacdo, glicosilacdo, acilacdo e sulfacdo (Hollman &
Katan, 1999).

Flavonoides
I

I I I I
[ Flavanonas } [Anlocianinas] [ Flavondis } [ Flavandis ] [ Isoflavonas ] [ Flavonas ]

Figura 2.9. Classe de flavondides. Fonte: Marque, 2008.

De uma maneira geral, estes compostos fendlicos, também designados de
fitoquimicos, que constituem as plantas tém vindo despertar interesse entre os
cientistas, produtores e consumidores com o intuito da manutencdo da saude
humana (Mahan et al., 2002). Estdo associados a proteccdo da saiide humana,
reduzindo o risco contra doencas (Junior et al., 2001) como o caso, do cancro,
doencga coronadria, Alzeimer, doencgas neurogenerativas, arteriosclerose e cataratas
(Huang et al., 2006). Os maiores fitoquimicos estdo presentes nos frutos e vegetais
e tém demonstrando que os polifendis, como os flavondides, possuem actividade
antioxidante, imunomodeladora e efeitos antigenotdxicos (Chen et al., 2005).

Os antioxidantes fendlicos interagem, preferencialmente, com o radical
peroxil por ser este mais prevalente na etapa da autoxidacdo e por possuir menor
energia do que outros radicais, facto que favorece a abstraccao do seu hidrogénio
(Decker, 1998). O radical fenoxil resultante, embora relativamente estdvel, pode
interferir na reaccao de propagacdo ao reagir com um radical peroxil, via interaccao
entre radicais. O composto formado, por accao da luz ultravioleta e temperaturas
elevadas, poderd originar novos radicais, comprometendo a eficiéncia do
antioxidante, que é determinada pelos grupos funcionais presentes e pela posicao
que ocupam no anel aromatico, bem como, pelo tamanho da cadeia desses grupos
(Shahidi et al., 1992; Jadhav et al., 1995).
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—————————————————————————————————————————————

Este mecanismo de ac¢do dos antioxidantes, presentes em extractos de
plantas, possui um papel importante na redu¢ao da oxidacdo lipidica em tecidos,
vegetal e animal, pois quando incorporado na alimenta¢ao humana n3ao conserva
apenas a qualidade do alimento, mas também reduz o risco de desenvolvimento de

patologias, como arteriosclerose e cancro (Namiki, 1990; Ramarathnam et al., 1995).

2.6. Biodisponibilidade dos Antioxidantes

A definicdo de biodisponibilidade é a quantidade ou o percentual de um
nutriente ingerido que é absorvida e, portanto, a disposicao do corpo para uso
metabdlico. Biodisponibilidade dos nutracéuticos antioxidante € influenciado por
muitos factores, incluindo os tipos de nutracéuticos, isémeros geométricos,
métodos de processamento, e matrizes em torno dos compostos (Papas, 1999).

Os tocoferdis e tocotriendis no sangue e nos tecidos humanos estdo na sua
forma livre e ndo esterificado. A esterificacao de tocoferdis, que bloqueia o grupo 6-
hidroxli de tocoferdis, torna-os mais estdveis para os agentes oxidantes, tais como
ar, luz, e metais, sendo utilizado para fortificar alimentos ou suplementos
vitaminicos. Os ésteres dos tocoferdis sao hidrolisados por lipases e sao absorvidos
na sua forma livre, ndo esterificado, sendo este preferencialmente secretado pelo
figado (Papas, 1999). Apesar de os tocotriendis terem uma maior actividade
sequestradora de RL do que os tocoferdis, eles sao menos biodisponiveis apds a
ingestdo oral (Parcker et al., 2001).

O acido ascdrbico nos alimentos é principalmente (80% a 90%) na forma
reduzida e é absorvido no intestino humano por um sistema de transporte activo
dependente de sddio. Nos humanos, este é melhor absorvido do que o acido
dehidroascdrbico (Gregory, 1996).

O processamento de alguns alimentos pode afectar a biodisponibilidade. E o
caso da absorcao do licopeno, a partir de tomates frescos, e do -caroteno das
cenouras frescas que é significativamente menor do que no suco de tomate ou
cenoura cozida. O calor do processamento quebra os complexos proteicos dos
carotendides e converte-os na forma cis para trans B-caroteno, o que podem afectar
a biodisponibilidade (Lee et al., 2004).

Verificou-se num estudo Clinton et al., (1996) que a forma cis do licopeno
representa aproximadamente 50% do total do licopeno no sangue e mais de 80% nos
tecidos da prdstata, sugerindo assim que o isdmero cis do licopeno encontra-se
mais disponivel do que o isdmero trans, apesar de estes mecanismos de

isomeriza¢do ainda se encontrarem pouco estudados.

19



2.7. Alimentos Ricos em Antioxidantes

Os frutos, os vegetais, as especiarias, as ervas e bebidas como o chad e o
vinho s3o alimentos tipicos que contém vdérios antioxidantes nutracéuticos (Lee et
al., 2004). A batata-doce e o inhame sdo uns bons exemplos de espécies horticolas,
assim como a banana e maga em termos de espécies fruticolas com antioxidantes
nutracéuticos.

A batata-doce (Ipomoea batatas) é um vegetal que pertence a familia das
convolvulaceae do tipo dicotiledénea (Kotecha et al., 1998). Esta é considerada
como sendo origindria dos trdpicos Americanos, mas actualmente encontra-se
distribuida por todo o mundo (Oki et al., 2002). Existem diversas variedades as quais
se distinguem pelo tamanho, forma, sabor, textura e pela cor do tubérculo. A sua
composi¢ao e o contetido de nutrientes nas diferentes variedades podem variar
muito, dependendo da genética e dos factores ambientais (Wu et al., 2008). A
quantidade de antioxidantes varia consoante a cor da batata-doce, podendo esta
ser desde creme, amarelo vivo, laranja e roxo (Teow et al., 2007). Este vegetal é rico
em pro-vitamina A, acido ascoérbico, tiamina, riboflavina, fésforo, ferro e calcio
(Picha, 1985), fibra, minerais, vitaminas e antioxidantes, como é o caso dos acidos
fendlicos, antocianinas, tocoferol e B-caroteno (Woolfe, 1993), cuja sua eficacia
antioxidante deverd fornecer vérios beneficios para a satide (Takenaka et al., 2006).

A batata-doce é a unico alimento que contém praticamente todos os
nutrientes necessarios para a saude, contendo apenas um traco de gordura. Devido
a sua constituicao, em particular os flavondides, esta possui capacidade de combate
a producao de RL (Chen et al., 2005).

As antocianinas, existentes na batata-doce, possuem propriedades anti-
carcinogénicas, anti-inflamatdrias e anti-alérgicas (Mahan et al, 2002).
Recentemente, os interesses nestes pigmentos foram intensificados devido ao seu
potencial beneficio para a saude, tais como, actividade antiproliferativa,
vasoprotectores e anti-inflamatdrios. O pigmento de antocianina tem actividade
antimicrobiana e antiviral, pois este possui capacidade antioxidante capaz de
neutralizar os RL produzidos pelos danos das biomoléculas (Cho et al., 2003).

Os inhames (Colocasia esculenta) sdo membros da familia Aracea (Fernades
& Carvalho, 2003). Dependendo da variedade do inhame, a sua polpa pode ser de
diferentes cores, branco, marfim, amarelo, vermelho ou roxo, e a sua pele espessa

pode adquirir tonalidades brancas, rosa ou castanho.
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E um alimento muito rico em amido, calcio, fésforo, ferro, vitaminas B1, B2,
fibras soltveis. (Huang et al., 2006) e boa fonte de potdssio, sendo que possui mais
do que 50% de proteinas e mais do triplo de amido do que a batata-doce,
considerando-se maior fonte de energia do que esta. O inhame possui poder
depurativo e desintoxicante, pois este auxilia a eliminacao das toxinas do sangue
por meio da excrecao dessas substancias através da pele, dos rins e do intestino,
sendo recomendado no tratamento de diversas doencas, como reumatismo, artrite,
inflamacdes, infeccdes e foi durante muito tempo empregado no tratamento contra
a sifilis (Leite et al., 2006).

A maca (Malus domestica) pertence a familia das Rosaceae é importante para a
dieta humana uma vez que possui na sua constituicao agucares, acidos e varios
compostos biologicamente activos, como é o caso dos compostos fendlicos,
responsdveis pela actividade antioxidante nos frutos (Vieira et al., 2009). Esta é
pobre em tocoferol e carotenos, mas em contrapartida é rica em vitamina C
(Aprikian et al., 2001). E ideal para a fase do crescimento e deve ser consumida
madura, pois esta é antidiarreica, depurativa, protectora da mucosa do aparelho
digestivo. Contém diversas vitaminas e minerais, variando um pouco nos valores
consoante a variedade, sendo que todas elas possuem vitamina C, encontrando-se
em maior quantidade na casca, apesar de algumas ndo possuem vitamina B1 nem B2
(Santos, 1980).

Estudos recentes tém demonstrado que a cultivar de ma¢a também pode
influenciar substancialmente a actividade antioxidante total e outros aspectos
fisico-quimicos, tais como cor, matéria seca, pH e teor de sdlidos soltveis, actcares
totais, dcidos, fendis e antocianinas. Estes parametros podem fornecer informacdes
importantes ao consumidor em termos de reconhecimento um fruto mais nutritivo
(Vieira et al., 2009).

A banana (Musa acuminata) é uma planta tropical que possui proteccdo
prépria contra o stress oxidativo causado pelo sol e pelas elevadas temperaturas,
produzindo antioxidantes. Esta é muito rica em minerais, tais como o calcio e
potassio, possuindo em grande quantidade ferro e algumas vitaminas como, A, C e
B, sendo considerada um bom antioxidante natural, devido ao seu alto teor de
polifendis (Mokbel & Hashinaga, 2005).

A banana verde e os seus produtos derivados tém demonstrado diversos
beneficios, uma vez que estes sao ricos em amido resistente e fibra alimentar que
apos a sua ingestdao provoca um aumento da glicemia pds-prandial, caso seja apds a

uma refeicdo e quando ingeridos antes de alimentos, com alto indice glicémico,
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também sdo capazes de diminuir a quantidade de glicose circulante, sendo um
factor importante na diminuicdo de risco para o desenvolvimento de diabetes tipo 2
(Cardenette. 2006).

O consumo regular de frutas e hortalicas reduz o risco de doencas
cardiovasculares, certos tipos de cancro, e outras doencas crénicas. Estes efeitos
benéficos das frutas e hortalicas tém sido atribuidos, em parte, ao seu alto teor de
flavondides, sendo que o seu consumo esta inversamente relacionado com a
incidéncia de muitas doencas crdnicas. (Lotito & Frei, 2004).

Os beneficios para a saide do consumo de frutas e legumes estao
relacionados com o seu conteudo nutricional. Baixo valor energético, riqueza em
fibras, vitaminas, minerais e antioxidantes. Estdao comprovados os efeitos benéficos
de algumas destas substancias, nomeadamente carotenos, antocianinas e outros
antioxidantes na prevencdo do cancro e das doencas cardiovasculares (Cadenas e

Packer, 2002).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Caracterizacao da amostra

No presente trabalho foram analisadas amostras de diferentes variedades de
batata-doce, inhame, banana e mag3, as quais foram fornecidas pela Associa¢ao de

Produtores de Frutas, de Produtos Horticolas e Floricolas da Ilha Terceira (FRUTER).

3.1.1. Batata-doce

Foram analisadas as seguintes variedades: vermelha, branca, americana,
roxa, madeira, salmdo e roxa com folha recortada, provenientes de Santa Barbara,
Fontinhas, Biscoitos e Ribeirinha. A fim de comparar as caracteristicas das batatas-
doces da Terceira com as do Continente, utilizou-se uma amostra proveniente do
Continente, comprada no hipermercado, da variedade vermelha.

As amostras apresentavam polpas de diferentes cores como laranja,
amarelada, branca e salmao, sendo que as cascas também apresentavam diferentes
tonalidades, desde vermelha, roxa e acastanhada (fig.3.1). Todas as amostras
apresentavam seis meses de cultivo.

As amostras foram transportadas para o laboratdrio apds a colheita de todas
as amostras para um local escuro e arejado até ao dia seguinte onde se realizou as

diferentes técnicas.

Figura.3.1. Aspecto de algumas das variedades de batata-doce, utilizadas no estudo.
3.1.2. Inhames
Foram analisadas as seguintes variedades: Branco, mulato, roxo e vermelho,
com proveniéncia de Santa Barbara, Agualva, Sdo Pedro, Sao Mateus e Fontinhas. A
fim de comparar as caracteristicas dos inhames da Terceira utilizou-se uma amostra
proveniente do Continente, comprada no hipermercado.
As amostras apresentavam polpas de diferentes cores como branca,

vermelha e roxa. Em relacdo a casca esta era idéntica nas diferentes amostras,
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tonalidade cinza (fig.3.2). As amostras apresentavam entre seis meses, um, um ano
e meio e dois anos de cultivo.

As amostras foram transportadas para o laboratério apds a colheita de todas
as amostras para um local escuro e arejado até ao dia seguinte onde se realizou as

diferentes técnicas.

Figura 3.2. Algumas variedades de inhame da ilha Terceira.

3.1.3. Banana

A variedade estudada foi a pequena ana (variedade regional) proveniente de
produtores do Porto Judeu, Sao Sebastidao, Sao Bento, Fonte Bastardo, Terra-cha e
Sé. Como comparacdo utilizou-se a variedade brier (variedade importada), cultivada
no Porto judeu.

As amostras apresentavam tamanhos distintos entre as diferentes
localidades e apresentavam 18 meses de cultivo. Foram transportadas para o
laboratdrio as amostras verdes e intermédias, sendo analisadas no préprio dia. As
amostras maduras foram amadurecendo no laboratdrio num local escuro e arejado,
sendo posteriormente analisadas.

3.1.4. Maca

Foram seleccionadas variedades que tinham sido submetidas anteriormente
a uma prova organoléptica e sido consideradas como pelo menos boas nos
diferentes critérios utilizados (actividade, aroma, firmeza da polpa, textura, teor em
sumo, docura, acidez, aspecto global e a preferéncia entre gostar e comer). De
entre estas, foram escolhidas as variedades que tinham gendtipos diferentes
(Foroni et al., 2010). As variedades estudadas foram: branca, doce, desconhecida,
calhau, rabogil, péro branco, sao Joao, péro amarelo e péro branco chocalha a
pevide. Estas eram provenientes de um campo de coleccao instalado nos Servicos
de Desenvolvimento Agrario da Terceira, na Vinha Brava (SDAT), excepto a

variedade maca branca que foi colhida na freguesia da Casa da Ribeira. Este campo
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surgiu no ambito do projecto “Germobanco Agricola da Macaronesia” que teve
inicio em 2002 nos Agores e na Madeira com cerca de 100 cultivares locais de magas,
péra, ameixa, castanha, batata-doce e inhame ja inventariados nos Acores (Foroni et
al., 2010) com o intuito de ndo perder esses cultivares. As macieiras tinham como
origem as freguesias de S3o Sebastido, Terra-chd, Agualva, Casa da Ribeira,
Biscoitos, Fonte Bastardo e S3ao Mateus, tendo sido retiradas desses locais e
enxertadas no campo de coleccao do SDAT, em Marco de 2005 onde se encontra
até a actualidade.

As amostras apresentavam diferentes tonalidades de casca, vermelha, verde,
amarela e bicolor. As arvores de onde foram colhidas apresentavam 5 anos e 6
meses.

Foram transportadas para o laboratdrio apds a colheita de todas as amostras
para um local escuro e arejado até ao dia seguinte onde se realizou as diferentes

técnicas.

3.2. Tratamento das amostras

3.2.1. Batata-doce
« Crua-Foilavada com agua corrente e descascada.

« Cozida sem casca - Foi lavada com 4gua corrente, descascada e colocada
num tacho, adicionando-se 500 ml de agua, para uma amostra e colocou-se
ao lume. Apds a dgua comecgar a ferver, retirou-se a amostra apds 30
minutos.

« Cozida com casca - Foi lavada com agua corrente e colocada num tacho,
adicionou-se 500 ml de 4gua, para uma amostra e colocou-se ao lume. Apds
a dgua comecar a ferver, retirou-se a amostra apds 30 minutos.

« Escaldao - Foi lavada com agua corrente e colocada em 500 ml de agua a
ferver durante 2 minutos.

« Assada - A batata-doce foi lavada com agua corrente e foi ao forno durante

30 minutos.
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« Cozida ao vapor com casca - A batata-doce foi lavada com dgua corrente e
foi colocada na bimby durante 30 minutos. No reservatdrio de agua da
bimby foi colocado 1L de 3gua.

. Cozida ao vapor sem casca - A batata-doce foi lavada com 4gua corrente,
descascada e foi colocada na bimby durante 30 minutos. No reservatdrio de
agua da bimby foi colocado 1L de 4gua.

Cada amostra foi preparada apenas uma vez e desta foi realizado trés ensaios.
3.2.2. Inhame

« Cru- Lavou-se bem o inhame com dgua corrente e descascou-se.

« Cozido com casca - Lavou-se um inhame com agua corrente e colocou-se
num tacho com 500 ml de dgua a cozer durante 30 minutos.
Cada amostra foi preparada apenas uma vez e desta foi realizado trés ensaios.
3.2.3. Banana
Utilizaram-se unicamente amostras cruas, analisando-se apenas a polpa,
tendo-se analisado bananas em trés estados de maturagdo distintos: verde,

intermédia (inchada) e madura (Fig. 3.3).

Figura 3.3. Diferentes estados de maturacao

3.2.4. Ma¢a
Utilizaram-se unicamente amostras cruas, tendo-se analisado polpa e polpa

com a casca. Partiu-se a maga a meio e uma das metades foi utilizada para a andlise
da polpa e a outra metade da polpa com a casca. Realizaram-se trés repeticoes para

cada amostra, utilizando para o efeito diferentes macds da mesma arvore.
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3.3. Preparacao dos extractos

3.3.1. Para o teste da Peroxidase

Os extractos foram preparados segundo a metodologia descrita por Teow et
al (2007), com algumas modificagdes. Cada amostra a analisar foi cortada em
pequenos pedacos e pesados 20 g dos mesmos, os quais foram imediatamente
colocados num blender (press to go, flama), aos quais se adicionou 20 ml de dgua
destilada e triturou 3 vezes. Filtrou-se com papel de filtro (Ahlstrom de 150 mm)
directamente para um tubo de centrifuga (VWR), com o auxilio de um funil de vidro,

e colocou-se em gelo.

3.3.2. Para o teste da DPPH

Os extractos foram preparados do mesmo modo como para o teste da
peroxidase, excepto que em vez de dgua destilada utilizou-se metanol (Melo et al.,

2009; Pyo et al., 2004).

3.3.3. Para a determinacdo dos diferentes polifenéis

As amostras a analisar foram cortadas em cubos e trituradas num blender
(press to go, flama). Pesou-se 2g do triturado para um tubo de centrifuga (VWR) ao
qual se adicionou 40 ml de 7 metanol/6 3gua/7 acetona, ficando sob agitacao
durante 4 horas. Apds o tempo de extraccao, centrifugou-se a 4000 rpm durante 30
minutos numa centrifuga (Heraeus Megafuge 1.0 R), colectou-se o sobrenadante e
acertou-se o volume para 40 ml com acetona, sendo congelado no prazo maximo
de uma semana, para quantificacdo de polifendis totais e de flavondides (Nayaka et
al., 2010). Para a determinacdo de polifendis livres o sobrenadante em vez de ser
congelado foi colocado num rotavapor (Biichi) a 30 °C, a fim de evaporar a acetona
e o metanol. O extracto aquoso foi acidificado com HCl a 10 M para pH=2, medido
num potencidmetro Inolab level 1, sendo realizada de seguida uma extrac¢ao do
tipo liquido-liquido descontinua com éter etilico como descrito por Nayaka et al.
(2010) com algumas modificagdes. Numa ampola de decantacdo colocou-se o
extracto acidificado e adicionou-se 10 ml de éter etilico (VWR), tapou-se a ampola e
agitou-se cinco vezes abrindo sempre a torneira entre cada agitacdao para a

libertacao dos vapores. Seguidamente, deixou-se a ampola em repouso e aberta,
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até haver a separacao das duas fases. A fase organica é recolhida para um baldo e a
fase inorganica foi sujeita a uma nova extraccdo, sendo este processo repetido seis
vezes. No final das seis extrac¢bes as vdrias fases organicas colectadas foram
colocadas no rotavapor (Biichi) a 30 °C até a evaporacdo total, sendo o extracto
seco obtido dissolvido em 2 ml de metanol e congelado durante uma semana para

posterior quantificacdo dos polifendis livres.

3.4.Teste da peroxidase

Esta técnica baseia-se no estado de oxidacao da enzima peroxidase pelo
peréxido de hidrogénio (H,0,). A reoxidacdo da enzima é feita pelo guaiacol, o qual
quando oxidado, devido ao electrao desemparelhado, torna-se fortemente corado
de castanho, com absorcao 436nm. Quando é adicionado um antioxidante a
reaccao, este vai competir com o guaiacol pela doagao dos electrdes, havendo a
formacdao de uma menor quantidade de composto castanho o que se reflecte numa

menor absorvancia a 436nm (fig. 3.4.).

HPRoxig + guaiacol |:> HPReq +jguaiacolyyig - Absorve a 436,

HPRoyig + |:> HPReq + + guaiacol

Figura 3.4. llustracdo da reac¢ao do teste da peroxidase. Modificado de Antwerpen &
Neves (2004).

3.4.1. Procedimento

Seguiu-se a metodologia descrita inicialmente por Aruoma et al. (1989) e
modificada por Antwerpen & Neves (2004). Foram adicionados os seguintes
reagentes nas referidas concentra¢des finais, a uma cuvette descartdvel cujo
volume final de reac¢do foi 3 ml: tampao KH,PO,/KOH 20 mmol/l a pH 7,4, guaiacol a
0,01% (v/v) a enzima horseradish peroxidase (HRP) tamponizada a 0,05% (w/v) e o
extracto da amostra a analisar (66.7 mg/ml). Incubou-se a 25°C durante 20 minutes,
e adicionou-se o H,0, (0.5 mM, Merck) imediatamente antes de comecar a ler a

absorvancia a 436 nm no espectrofotémetro (Thermo Scientifc — Genesys 10 Bio). A
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absorvancia foi lida em intervalos de 10 segundos durante durante 5 minutos. Este
procedimento foi realizado em triplicado. Validou-se a metodologia utilizando uma

molécula com a actividade antioxidante conhecida o acido ascérbico (Anexo 1).

3.5. Teste do DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazol)

Um dos papéis mais importantes dos antioxidantes é a sua actividade anti-
radical, por essa razdo utiliza-se frequentemente esta propriedade para avaliar a
capacidade antioxidante. O DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo) é um radical livre
estavel que é capaz de aceitar um electrao ou um atomo de hidrogénio tornando-se
num ndo radical que dificilmente se oxida. Apesar do DPPH ser um radical sem
importancia bioldgica, € vulgarmente utilizado em trabalhos apara avaliar a
actividade antioxidante em extractos de plantas (Blois, 1958).

Devido ao electrdo desemparelhado, o DPPH apresenta-se fortemente
corado de violeta, com absor¢cao a 517 nm. Se este electrao emparelhar essa
coloracao desaparece numa estequiometria proporcional ao nimero de electrdes

captados, resultando numa descoloracdo da solucdo de violeta para amarelo (Blois,
1958).
Equacao da reaccao:

DPPH '+ AH

DPPH-H + A’

DPPH + R — DPPH-R

Deste modo, a absorcao a 517 nm € proporcional a quantidade de DPPH
residual, apds a reaccdo com um antioxidante (AH) ou outro radical (R.) (Blois,
1958).

O método do DPPH é rapido, simples, sensivel e reprodutivel e ndo requer
equipamentos especiais. Embora ndo seja discriminativo em relacido a um
determinado grupo de radicais dd4 uma ideia geral acerca da capacidade

antioxidante de um extracto (Marques, 2008).
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3.5.1. Procedimento:

Este método foi baseado no Brand-Williams et al.,, 1995, com algumas
modificagbes. Foram adicionados o0s seguintes reagentes nas referidas
concentragdes finais, a uma cuvette descartavel cujo volume final de reaccdo foi de
2,25 ml: 0 extracto da amostra a analisar a 330 mg/ml e o DPPH da Sigma a 50 mg/L.
Apds 30 minutos de incubacdo e ao abrigo da luz, realizou-se a leitura das
absorvancias no espectrofotdmetro (Thermo Scientifc — Genesys 10 Bio) a 5177 nm e
em triplicado. O cdlculo do poder antioxidante foi feito através da seguinte equacdo

(Melo et al., 2009):

AA ( %) = Abs controlo — Abs amostra X 100

Abs controlo

3.6. Determinacao dos polifendis totais (PT) e livres

O método utilizado para a determinacao dos polifendis totais e livres foi o
método modificado do Folin-Ciocalteau (Qiu et al, 2010). O reagente Folin-Ciocalteau
é composto por tungstato de sédio (W °*), molibdato de sédio (Mo °*), acido
fosférico e acido cloridrico. A sua redugdo ocorre através da perda de entre 1 e 3
atomos de oxigénio a partir do tugstato ou molibdato que apresenta uma cor azul

caracteristica que é medida por espectrofotometria a 750 nm (Curvelo-Garcia, 1987).

3.6.1. Procedimento

Foram adicionados os seguintes reagentes nas referidas concentracdes
finais, a uma cuvette descartavel cujo volume final de reaccao foi 3,8 ml: extracto da
amostra a analisar a 52,63 mg/ml, reagente Folin-Ciocalteau da Sigma a 2 N diluido 10
vezes e carbonato de sédio (Na,Cos) da Merck a uma concentracdo de 60g/L. Apds a
adicdao de todos os componentes agitou-se suavemente e deixou-se repousar
durante 90 minutos, ao abrigo da luz. A leitura das absorvancias é efectuada no
espectrofotémetro (Thermo Scientifc — Genesys 10 Bio) a 725 nm e em triplicado
(Qiu et al, 2010). O reagente Folin-Ciocalteau apresenta cor amarela intensa, que
apods a reaccao tornar-se azul de diversas tonalidades consoante a quantidade de

polifendis, sendo que quanto maior for a quantidade de polifendis mais intensa se
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torna a cor. Os resultados foram expressos em mg de acido gélico por 100 g de

amostra.

3.7. Determinacao dos flavonéides totais (FT)

O método utilizado para a determinagao dos flavondides totais foi o método
B-dimetilaminocinamaldeido (DMACA), segundo Arnous et al., (2002), com algumas

altera¢bes em relagdo a preparagao da amostra, como foi descrito anteriormente.

3.7.1. Procedimento

Foram adicionados os seguintes reagentes nas referidas concentracdes
finais, a uma cuvette descartdvel cujo volume final de reaccao foi de 1,2 ml: extracto
da amostra a analisar a 166,7 mg/ml e DMACA a 0,1% em HCl a 1N em metanol da
Sigma. Agitou-se suavemente e deixou-se repousar a temperatura ambiente
durante 10 minutos. De seguida, realizou-se a leitura das absorvancias no
espectrofotémetro (Thermo Scientifc — Genesys 10 Bio) a 640 nm (Arnous et adl.,
2002). Inicialmente o reagente apresenta cor laranja e apds ocorrer a reacdo com
as amostras este altera-se para cor esverdeada ou verde intenso consoante a

quantidade de flavondides. Os resultados foram expressos em mg de catequina por

100 g da amostra.

3.8 Tratamento estatistico

A distribuicao dos dados obtidos para a actividade antioxidante tanto pelo
método de inibicao da HPR como do DPPH nao apresentaram uma distribuicdo
normal, pois para se verificar a normalidade do erro no grafico PP deve-se obter
uma recta de declive aproximadamente 1, que nao se verificou em ambos os casos.
Assim para avaliar se os valores da actividade antioxidante se correlacionavam com
o teor em polifendis utilizou-se um n3ao paramétrico de ranks, Kandall’s W, pois
como compara ordens de dados a forma como estes se distribuem é irrelevante. Os
valores foram calculados no programa Microsoft Office Excel 2003, a partir das
férmulas deduzidas por Legendre (2005). O coeficiente de concordancia de Kendall

(W), é calculado pela equacdo 3.1

W=125/p*(n*-n) (Eg. 3.1)
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Onde n é o nimero de observa¢des e p o numero de varidveis. S € calculado a partir

da soma marginal das linhas dos ranks Ri, pela equacao 3.2:
S=>(Ri-R)’ (Eq.3.2)

S é a soma dos quadrados da diferenca entre a soma dos ranks Ri e a média dos
valores de Ri, R. O valor do Chi-quadrado que nos permite avaliar a significancia do
valor de W é nos dado pela equagdo 3.3.:

X = p(n-1)W (Eq.3.3)

Os valores dos polifendis totais, livres e flavondides foram comparados por
andlise de variancia simples (ANOVA) e pelo teste T-student, para comparar médias

entre amostras com variancias diferentes.
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4. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

4.1. Actividade Antioxidante Batata Doce
4.1.1. Diferentes Variedades

Das diferentes variedades de batata-doce analisadas a que apresentou maior
actividade antioxidante foi a batata-doce proveniente da freguesia das Fontinhas
(52,04% de inibicao da HRP) (Fig. 4.1.), cuja polpa era salmdo (Quadro.4.1). Apesar da
tonalidade da polpa ser um bom indicativo de actividade antioxidante, ou seja,
quanto mais intensa for a cor maior serd a actividade antioxidantes (Teow et al.,
2007), no presente trabalho a actividade antioxidante das diferentes variedades ndo
se relacionou com a cor da polpa, pois por exemplo, a variedade de polpa alaranjada
(Quadro.4.1) apresentou um valor bastante baixo (14% de inibicdo HPR), enquanto
que uma das variedades de polpa branca apresentou um valor bastante elevado

(32,5% de inibicdo HPR).

Variedade Cor da polpa Cor da casca Local de cultivo
Vermelha Branca Vermelha Continente
Branca Branca Acastanhada Fontinhas
Branca Branca Acastanhada Fontinhas
Branca Branca Acastanhada Fontinhas
Madeira Branca Castanha Ribeirinha
Vermelha Branca Vermelha Fontinhas
Vermelha Branca Vermelha Fontinhas

Roxa Amarela Roxa Santa Bdarbara

Roxa Amarela Roxa Santa Barbara

Roxa Amarela Roxa Santa Barbara
Roxa c/ folha recortada Amarela Roxa Fontinhas
Americana Laranja Acastanhada Biscoitos
Salmao Salmdo Acastanhada Fontinhas

Quadro 4.1. Caracterizagdo das diferentes amostras de batata-doce analisadas.
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Figura 4.1 Actividade antioxidante de diferentes variedades de batatas-doces da ilha
Terceira. Esta actividade foi avaliada pela inibicdo da HRP e continha 66,7 mg/ml de
amostra.

Por outro lado os nossos resultados sugerem a actividade antioxidante da
batata-doce é fortemente influenciada pelas praticas de maneio cultivo, uma vez
que se verificou que amostras da mesma variedade, provenientes da mesma
freguesia mas de produtores diferentes, apresentavam actividades antioxidantes
muito distintas: variedade de casca branca (6,03 e 32,52% de inibicdo de HRP) e de
casca roxa (0,90 e 15,58% de inibicdo de HRP), oriundas das Fontinhas e Santa
Barbara, respectivamente (Fig.4.1).

Quando comparando a amostra proveniente do Continente com as
restantes, verificou-se esta foi a que apresentou menor actividade antioxidante
(4,27% de inibicdo da HRP), excepto quando comparada com uma amostra de casca
roxa proveniente da freguesia de Santa Bdarbara (0,90% de inibicdo da HRP).

A batata-doce possui uma proteina de reserva, da classe das globulinas, a
esporamina, que representa cerca de 60 a 80% do total de proteinas soluveis
(Hattori et al., 1990). Esta proteina possui actividade dehidroascorbato (DHA)
redutase, a qual recicla o 4cido ascdrbico, nas plantas, através da DHA (Hossain et
al., 1984), desempenhando um papel fundamental no combate ao stress oxidativo
(Hung et al., 2005). E pois provavel que na batata-doce existam outras moléculas,
para além dos polifendis responsaveis pela cor da polpa, para a actividade

antioxidante.
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4.1.2. Tratamento culinario

Uma vez que a batata-doce nao é consumida crua, testou-se o efeito que os
diferentes tratamentos culindrios (cozimento em d4gua, em vapor e no forno)
poderiam ter na actividade antioxidante. Observou-se que todos os processos
aumentaram a actividade antioxidante quando comparadas com a amostra crua
(fig. 4.2.), tendo sido obtido o valor mais elevado para a batata-doce cozida que
sofreu um escaldao (73,7% de inibicdo de HRP).

Os tratamentos térmicos provavelmente aumentam a actividade
antioxidante uma vez que inactivam enzimas (Fellows, 1988) responsdveis por
fendmenos de oxidacdao, nomeadamente a polifenol oxidase e peroxidase. Sabe-se
que o processamento de alguns fitoquimicos é necessario para transforma-los na
sua forma activa, tal como ja foi demonstrado com os caratendides, o
processamento aumenta a sua biodisponibilidade uma vez que facilita a libertacao
dos compostos bioactivos da matriz do alimento (Gartner et al., 1997; Rock et al.,
1998). Neste sentido, o processamento deve ser tal que evita perdas significativas

de fitoquimicos ao mesmo tempo que aumente a sua biodisponibilidade.
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Figura 4.2. Efeito do tratamento térmico na actividade antioxidante da batata-doce
de casca roxa. Esta era oriunda da freguesia de Santa Bdrbara e a actividade foi
avaliada pela inibicdo da HRP, com 66,7 mg/g de amostra.

Por outro lado, o escalddao como € muito rapido evita que ocorram perdas de

fitoquimicos, quer por destruicdo térmica quer por lexiviacdo, que possuam
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actividade antioxidante, o que justificaria o valor mais elevado. O facto das
amostras cozidas em vapor apresentarem uma actividade antioxidante superior as
cozidas em agua suporta esta hipdtese explicativa.

Neste sentido, avaliou-se a actividade antioxidante da polpa de batatas que
tinham sido cozidas com e sem casca (fig. 4.3.) e verificou-se que as amostras
cozidas com cascas (tanto em d4gua como vapor) obtivera maior actividade
antioxidante do que sem casca. Curiosamente, ndao houve diferencas entre as
amostras de batata-doce cozida em dgua e em vapor quando estas foram cozidas
com casca (90% de inibicdo HPR). Estes resultados sugerem que efectivamente a
casca tem uma funcdo de barreira impedindo a lexiviacao de compostos
responsaveis pela actividade antioxidante observada, pelo que quando as batatas
sdo cozidas com casca as diferencas observadas entre a cozedura em 3gua e vapor

deixam de se observar.
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Figura 4.3. Efeito da presenca de casca durante o tratamento térmico na actividade
antioxidante da batata-doce de casca roxa. Esta era oriunda da freguesia de Santa
Barbara e a actividade foi avaliada pela inibicao da HRP, com 66,7 mg/g de amostra.

4.2. Actividade Antioxidante do Inhame

4.2.1. Diferentes Variedades
Como se pode observar na figura 4.4. das diferentes variedades de inhame
da ilha Terceira analisadas, a que apresentou maior actividade foi o inhame
vermelho das Fontinhas (38,4% de inibicdo HPR). Verificou-se que algumas das
amostras apresentavam valores de inibicado da HRP negativos, ou seja, que
apresentavam valores de absorvancia a superiores aos do controle. Pensou-se que
esta observacao se deveria ao facto da peroxidase da prépria amostra apresentar
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uma actividade muito elevada. No entanto, ao compararmos a mesma amostra crua
e cozida (fig. 4.5.) verificou-se que a actividade antioxidante em termos de inibicdo
de HPR era praticamente a mesma, pelo que esta hipdtese foi posta de lado, uma
vez que o tratamento térmico destrdi a peroxidase da amostra (Turkmen, et al.,
2005,).

Verificou-se que os valores de actividade antioxidante observados nas
diferentes variedades de inhame foram inferiores aos valores da batata-doce, os
quais estao de acordo com os observados num estudo realizado por Lako et al.,

(2007) onde se comparavam diferentes vegetais.
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Figura 4.4. Actividade antioxidante de diferentes variedades de inhames da ilha Terceira.
Esta actividade foi avaliada em termos de percentagem de inibicdo da HRP e continha 66,7
mg/g de amostra.

Apesar de que a variedade de inhame que apresentou maior actividade
possuir uma polpa avermelhada, tal como se verificou para a batata-doce, ndo se
obteve uma relacao entre a cor da polpa e a actividade antioxidante, pois por
exemplo a variedade de polpa avermelhada de Sao Pedro foi o que apresentou
menor actividade antioxidante (1,73% de inibicdo da HRP), enquanto que uma das
variedades brancas (de S. Pedro) demonstrou uma actividade muito semelhante a

Unica variedade de polpa arroxeada (20% de inibicdo HPR).
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Figura 4.5. Efeito do tratamento culindrio na actividade antioxidante do inhame
branco. Este era proveniente da freguesia de Santa Barbara e a actividade foi
avaliada pela inibicao da HRP, com 66,7 mg/g de amostra.

4.2.2. Tempo na terra

Uma vez que a maioria dos pequenos agricultores de subsisténcia deixa no
solo os inhames que ndo consomem ou vendem de imediato, como uma estratégia
de armazenamento, foi-te testar se o tempo que estes sdo deixados na terra teria
alguma influéncia na actividade antioxidante, tendo-se observado que os inhames
colhidos mais velhos apresentaram actividades muito mais elevadas (Fig. 4.6).
Verificou-se quando os inhames eram colhidos com 1 ano apresentavam uma
actividade de 19.8% de inibicao de HPR, enquanto que com 1 ano e meio e 2 anos

apresentavam uma actividade muito superior, de 35.02 e 53.6%, respectivamente.
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Figura 4.6. Efeito do tempo na terra na actividade antioxidante da variedade
de inhame branco. Este era proveniente da freguesia de S3o Pedro e a

actividade antioxidante foi avaliada pela inibicao da HRP, com 66,7 mg/g de
amostra.
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Com base nestes resultados foi-se analisar a informacdo que possuimos
sobre as diferentes amostras e verificou-se que as variedades de polpa branca que
possuiam uma actividade antioxidante mais elevada eram proveniente de inhames
que tinham sido mantidos na terra por pelo menos 1 ano. Estes resultados sugerem
que durante o processo de envelhecimento do inhame na terra forma-se compostos
com actividade antioxidante e/ou sao degradados compostos com actividade

prooxidante.

4.3. Actividade Antioxidante da Banana
4.3.1. Diferentes Variedades

Foram analisadas 10 bananas da variedade Pequena Ana, cultivadas por
diferentes produtores em locais distintos da ilha e uma variedade do continente
(Brier) cultivada no Porto Judeu, tendo-se verificado que a que apresentou maior
actividade antioxidante no estado verde, avaliada pelo teste da peroxidase, foi a
banana cultivada na Quinta Bicas na freguesia da Terra-Cha (88,04 % de inibicdo da
HRP) (fig. 4.7.), seguida da cultivada no Arrabalde na freguesia de Sdo Sebastido. A
amostra que apresentou menor actividade antioxidante no estado verde foi a
banana cultivada na Salga (24,23 % de inibicdo da HRP). No entanto, no que se refere
as amostras maduras a que apresentou uma maior actividade antioxidante,
corresponde a uma das que apresentou menor actividade enquanto verde, a
cultivada na Canada Ponta em S3o Sebastido (31,24 % de inibicdo da HRP).

Quando comparando os trés estados de maturacao testados, as amostras
verdes foram as que apresentaram maior actividade antioxidante para todas
amostras analisadas. Estes resultados estao de acordo com os obtidos por Mokbel
& Hashinaga (2005), no entanto, surpreendentemente as amostras maduras
apresentaram sempre actividades antioxidantes superiores as de estado de
maturagao intermédia.

Quando comparamos os valores obtidos para a actividade antioxidante
avaliada pela inibicado da HPR com um dos métodos mais utilizados para avaliar
actividade antioxidante (Sharma & Bhat, 2009), que se baseia na compensacdo do

electrdo desemparelhado do radical livre do 1,1-Diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH),
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verificou-se que os resultados eram bastante diferentes, sendo estes ultimos
bastante mais elevados e independentes da variedade e do estado de maturacao
(fig. 4.8.). A comparacdo dos resultados obtidos por correlacdo revelou que os
dados tanto obtidos pela HPR como pelo DPPH ndo possuiam uma distribuicao
normal (Anexo 9), pelo que se aplicou um método ndo paramétrico que permite
correlacionar k varidveis dependentes (Kendall W), tendo-se verificado que os
métodos nao se correlacionavam uma vez que o valor de Chi-quadrado calculado

(44.535) era inferior ao valor da tabela (46.194) para um a=0.05 (Anexo 10.1).
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Fig. 4.7 Actividade antioxidante da banana avaliada pela inibicao da HRP. A banana importada é da variedade Brier e foi cultivada no Porto Judeu, sendo as
restantes da variedade Pequena Ang, cultivadas em diferentes locais da ilha Terceira. Foram testados trés estados de maturacdo em extractos de polpa de
banana com uma concentragdo final 66,7 mg/ml.
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Figura. 4.8 Actividade antioxidante avaliada em termos de percentagem de inibi¢do da HRP e da redu¢ao do DPPH, em banana da ilha
Terceira no estado de maturagdo verde(a), intermédio (b) e maduro (c).
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4.3.3. Contribuicao dos polifendis totais, livres e flavonédides totais

Verificou-se de um modo geral, que o estado de maturacao verde
apresentava maior quantidade de polifendis totais, livres e flavondides totais do
que os outros estados (Fig. 4.9). A variedade brier foi a que apresentou menor
quantidade de polifendis totais (0,53 mg/100g de amostra) no estado de maturacao
verde. Das amostras da variedade pequena ana e no estado de maturacao verde, as
bananas cultivadas na Quinta Bicas, Terra-cha foi a que apresentou maior contetdo
em polifenois totais (1,59 mg/100g), seguida da cultivada na Avenida de Sdo Bento
(1,49 mg/100g), sendo coincidentemente do mesmo produtor. A que apresentou
menor quantidade de polifendis totais foi a banana da Salga, Sdo Sebastido (0,58
mg/100g).

A passagem do estado verde ao estado de maturacdo intermédia (banana
“inchada”) verificou-se um decréscimo acentuado tanto dos polifendis totais (fig.
4.9.a) como dos flavondides (fig. 4.9.c). Estes resultados estdo de acordo como o
estudo Arancibia-Avila et al., (2008), onde tanto os polifendis totais como os
flavondides apresentavam diminuicao da concentracao ao longo da maturacao,
sendo mais acentuado na passagem para o estado intermédio. Ao contrdrio os
polifendis livres praticamente ndo sofreram alteracdo com esta mudanca de estado,
excepto para as amostras da Canada do caldeiro-Porto Judeu, de Sao bento e Sé fig.
4.9.b). Apesar da diferenca entre os polifendis livres das amostras verdes ser
significativamente diferente do estado intermédio (a=0.05, Anexo 11), 0 mesmo ndo
se verificou entre este e 0 estado maduro.

Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por tratamento estatistico,
em que a actividade antioxidante avaliada por inibicao de HPR se correlacionou com
o conteddo em polifendis totais e flavandides, mas ndao com o polifendis livres, pois
os Chi-quadrado calculados para os primeiros foram 48.4 e 46.9, respectivamente,
ambos superiores ao valor da tabela (46.2) para um a =0.05, enquanto que para os
polifendis livres o valor do Chi-quadrado calculado foi inferior 39.97 (Anexo 10.1).
Uma possivel justificacdo para os polifendis livres ndo se correlacionarem-se com a
actividade antioxidante, pode ser devido ao método de extraccao destes, uma vez

que se realiza seis extrac¢bes sucessivas (Nayaka et al., 2010), para a possivel
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quantificacdo, podendo haver uma perda de amostra em cada uma dessas
extracgoes.

Nas bananas maduras, a quantidade de polifendis totais foi claramente
inferior (fig. 4.9.a), sendo a seu teor mais homogéneo nas diferentes amostras
analisadas. Verificou-se ainda que no estado maduro os polifendis eram
praticamente todos iguais, uma vez que os valores dos polifendis livres eram

praticamente iguais aos polifendis totais (fig. 4.9.a e b) e o flavondides (fig. 4.9.¢).
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Figura 4.9. Distribui¢do dos polifendis totais (a), livres (b) e flavondides totais (c) nas diferentes variedades da banana da ilha Terceira e diferentes
locais de cultivo nos trés estados de maturacdo.



4.4. Actividade Antioxidante da Maca

4.4.1. Diferentes Variedades

As diferentes variedades de magas analisadas apresentaram uma actividade
antioxidante bastante elevada tanto avaliada pela inibicao da HPR como pelo DPPH
(fig. 4.10), sendo os valores mais baixos da ordem dos 70% de inibicdo da HRP e do
DPPH, respectivamente, apesar de ndo ter havido relacao entre estes para um a
=0.05 (Anexo 10.3).

A actividade antioxidante foi testada na polpa e na polpa em conjunto com a
casca ndo se tendo verificado diferenca entre estas (Anexo 6), ao contrario do que
se observou noutros estudos em que a casca apresentou maior actividade do que a

polpa (Drogoudi et al., 2008).

4.4.2. Contribuicdo dos polifenéis totais, livres e flavonoéides totais

A maca de S3o Jodo foi a que apresentou maior quantidade dos polifendis
totais, tanto na polpa (1,49 mg/ 100g de amostra) como na polpa em conjunto com a
casca (1,81 mg/ 100g de amostra), no entanto a variedade doce apresentou menor
quantidade de polifendis totais na polpa (0,76 mg/ 100g de amostra), seguida do
péro amarelo e do péro branco “chocalha a pevide”.

Ao contrario do que se verificou com a actividade antioxidante os polifendis
totais e livres, ja se observou diferencas significativas (a=0.05, anexo 11.4 e 11.5)
entre a polpa e a polpa em conjunto com a casca, tendo-se verificado que a esta
ultima possuia concentracdes superiores (Fig. 4.11). No entanto, no que se refere
aos flavondides ndo se observaram diferencas significativas (a=0.05, anexo 11.6)
entre a polpa e a casca, o que poderd justificar os resultados obtidos para a
actividade antioxidante, uma vez que vdrios estudos demonstram que estes sdao de
entre os polifendis os que apresentam maior contributo para esta actividade (Cao &

Prior, 2000).
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Figura 4.10. Actividade antioxidante avaliada em termos de percentagem de inibicdo da HRP e da redugdo do DPPH, em diferentes variedades de maca
dailha Terceira.
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Figura 4.11. Distribui¢do dos polifendis totais (a), livres (b) e flavonodides totais (c) nas diferentes cultivares de maga da ilha Terceira.
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5. CONCLUSAO

Através deste estudo foi possivel concluir que a batata-doce apresentou
maior actividade antioxidante do que o inhame, no entanto, em nenhum dos casos
se verificou uma relacdo entre a cor da polpa e a actividade antioxidante.

A batata-doce deve ser cozida com casca uma vez que foi o tratamento
culindrio para o qual a actividade antioxidante foi maior, no entanto, se for
cozinhada sem casca deve fazer-se a vapor pois a actividade neste caso é superior a
observada quando cozida em dgua. Ao contrario, no inhame a cozedura nao afectou
a actividade antioxidante

Os nossos resultados demonstram que os inhames colhidos mais
tardiamente possuiam maior actividade antioxidante, pelo que se sugere que estes
devem ser deixados na terra até ao momento do seu consumo, como se fazia na
agricultura de subsisténcia.

O estado de maturacdo da banana onde se observou maior actividade
antioxidante foi o verde, seguido do maduro e por ultimo do intermédio, pelo que
se conclui que a banana deve ser consumida preferencialmente madura. Os nossos
resultados demonstraram que tanto os polifendis totais como os flavondides se
correlacionaram significativamente (a=0.05) com actividade antioxidante.

Podemos concluir que a maca foi de todos as espécies analisadas a que
apresentou maior actividade antioxidante e que a casca ndo afectou esta
actividade. No entanto, os polifendis totais e livres foram significativamente
(a=0.05) maiores nas amostras em que a casca foi analisada em conjunto com a
polpa, ao contrario os flavondides ndo apresentaram diferencas quando a casca foi
analisada em conjunto com a polpa, sugerindo que estes podem ser mais
determinantes na actividade antioxidante observada.

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho podemos concluir que
as variedades de produtos hortofruticolas da ilha Terceira tem a capacidade de
prevenir ou minimizar os danos provocados pelos radicais livres pelo que sao
candidatos muito interessantes a nutracéuticos. Além disso, consideramos que os
resultados obtidos no presente trabalho poderdo ser Uteis na definicdo das

estratégias adoptadas para o melhoramento e selec¢ao das culturas acorianas.
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ANEXOS



ANEXO 1.

Curvas da enzima horseradish peroxidase (HRP) no
ensaio do acido ascorbico.
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ANEXO 2.

Curvas da enzima horseradish peroxidase (HRP) nos
varios ensaios da batata-doce.
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Figura 1. Curvas da enzima HRP nas diferentes variedades de batata-doce, recorrendo ao

valor médio de trés ensaios.
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Figura 2. Curvas da enzima HRP na variedade roxa, nos diferentes tratamentos térmicos,

recorrendo ao valor médio de trés ensaios.




ANEXO 3.

Curvas da enzima horseradish peroxidase (HRP) nos
varios ensaios do inhame.
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Figura 3. Curvas da enzima HRP nas diferentes variedades de inhame, recorrendo ao valor
médio de trés ensaios.
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Figura 4. Curvas da enzima HRP nos diferentes anos de terra do inhame, recorrendo ao valor
médio de trés ensaios.




ANEXO 4.

Curvas da enzima horseradish peroxidase (HRP) nos
varios ensaios da banana.
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Figura 5. Curvas da enzima HRP nas diferentes variedades e locais de cultivo da
banana verde, recorrendo ao valor médio de trés ensaios.
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Figura 6.Curvas da enzima HRP nas diferentes variedades e locais de cultivo da

banana intermédia. recorrendo ao valor médio de trés ensaios.
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Figura 7. Curvas da enzima HRP nas diferentes variedades e locais de cultivo da
banana madura, recorrendo ao valor médio de trés ensaios.




ANEXO 5.

Curvas da enzima horseradish peroxidase (HRP) nos
varios ensaios da maca.
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Figura 8. Curvas da enzima HRP nas diferentes variedades da maga na analise da polpa,
recorrendo ao valor médio de trés ensaios.
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Figura 9. Curvas da enzima HRP nas diferentes variedades da ma¢a na andlise da polpa
em conjunto com a casca, recorrendo ao valor médio de trés ensaios.




ANEXO 6.

Graficos da actividade antioxidante nos diferentes
cultivares da maca.
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Figura 11. Grafico da actividade antioxidante nas diferentes variedades da maca na andlise da polpa e polpa em conjunto com a
casca, avaliada pelo DPPH, recorrendo ao valor médio de trés ensaios.



ANEXO 7.

Valores dos polifendis totais, livres e flavondides da
banana.



Tabela 1. Valores dos polifendis totais, livres e flavondides nas diferentes variedades e locais de cultivo da banana nos trés estados de

maturagao, recorrendo ao valor médio de trés ensaios.

Estado de maturagdo verde

Estado de maturacdo intermédio

Estado de maturagao maduro

Polifendis e Flavondides Polifendis Polifendis Flavondides Polifendis e e Flavondides
. Polifendis Livres . . . . . Polifendis Livres .

Banana totais (mg/100 g) totais totais Livres totais totais (mg/1oog) totais

(mg/100 g) (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g) (mgf100g)
Importada 0,528 + 0,003 0,416 * 0,002 0,085 + 0,003 | 0,558 £ 0,075 | 0,413 +0,002 | 0,085 * 0,001 0,304 * 0,014 0,265 + 0,010 0,018 + 0,002
Porto Judeu -
Canada do 0,855 * 0,011 0,627 + 0,054 0,124 + 0,002 | 0,448 +0,012 | 0,442+0,017 | 0,078 £ 0,001 | 0,363 % 0,002 0,233 + 0,027 0,014 * 0,001
Caldeiro
S. Sebastiao -
Salga 0,583 + 0,039 0,404 * 0,020 0,111 + 0,002 0,562 + 0,020 | 0,394 * 0,017 | 0,064 * 0,003 0,521 * 0,041 0,378 £ 0,106 0,021+ 0,000
S. Sebastiao -
Porto Novo 1,338 + 0,022 0,616 + 0,038 0,318 £ 0,013 0,697 + 0,046 | 0,580 % 0,018 | 0,081+ 0,003 0,477 * 0,026 0,433 + 0,010 0,022 * 0,001
S. Sebastido - 0,984 * 0,050 0,407 * 0,026 0,201+ 0,001 0,482 0,0 0,385 + 0,02 0,042 + 0,002 | 0,463 0,040 0 * 0,012 0,016 * 0,001
Canada Ponta ,904 £ 0,05 »407 £ 0, ,20110, »462 £ 0,047 ,305 % 0,023 ,042 10, »403 £ 0,04 37910, , to,
Sao Bento 1,485 * 0,033 0,518 + 0,037 0,321+ 0,010 | 0,488 +0,068 | 0,223 +0,044 | 0,057+ 0,004 | 0,447 * 0,016 0,208 *+ 0,007 0,025 + 0,000
Porto Judeu -
Vale 0,662 + 0,036 0,395 * 0,014 0,301+ 0,002 | 0,396 + 0,059 | 0,326 0,030 | 0,076 % 0,001 0,291+ 0,013 0,221+ 0,026 0,032 * 0,001
Fonte
Bastardo 0,756 * 0,029 0,369 * 0,018 0,218 £ 0,004 | 0,422+0,014 | 0,343+0,009 | 0,062 * 0,001 0,389 + 0,015 0,228 + 0,016 0,020 * 0,000
Terra-cha 1,588 + 0,007 0,309 0,010 0,226 + 0,002 | 0,473 +0,009 | 0,272 0,013 0,061+ 0,001 | 0,444 * 0,009 0,268 + 0,018 0,025 + 0,001
S. Sebastiao -
Arrabalde 1,143 + 0,002 0,280 + 0,01 0,217 £ 0,001 0,419 + 0,011 0,258 £ 0,003 | 0,054 * 0,001 0,321+ 0,014 0,210 * 0,008 0,028 * 0,001
Sé 1,045 % 0,056 0,461+ 0,044 0,223 + 0,005 | 0,895+ 0,008 | 0,205+ 0,006 | 0,142+ 0,007 0,469 * 0,013 0, 190 + 0,005 0,027 + 0,002




ANEXO 8.

Valores dos polifendis totais, livres e flavondides totais
da maca.



Tabela 2. Valores dos polifendis totais, livres e flavondides totais nas diferentes variedades da maca na polpa e na polpa em conjunto com a
casca, recorrendo ao valor médio de trés ensaios.

Polifenéis Totais Polifendis Livres Flavondides
(mg/100g) (mg/100g) (mg/100g)
Maca Polpa Polpa+casca Polpa Polpa+casca Polpa Polpa+casca
Branca 1,208 £ 0,008 1,354 + 0,023 0,831 0,052 1,206 + 0,026 0,417 £ 0,019 0,527 + 0,016
Doce 0,758 + 0,011 1,179 *+ 0,063 0,568 * 0,013 0,906 * 0,039 0,200 * 0,001 0,298 * 0,002
Desconhecida 0,999 * 0,017 1,311+ 0,033 0,800 * 0,019 1,037 * 0,045 0,219 * 0,002 0,260 * 0,008
Calhau 0,888 * 0,037 1,147 * 0,033 0,692 * 0,026 0,834 * 0,010 0,230 + 0,009 0,266 + 0,001
Péro branco 0,937 £ 0,016 1,368 + 0,024 0,738 £ 0,030 1,096 + 0,006 0,250 * 0,006 0,264 *+ 0,004
Rabogil 0,821+ 0,038 1,206 + 0,006 0,741%* 0,022 1,043 * 0,029 0,228 *+ 0,009 0,258 + 0,004
de S. Jodo 1,486 * 0,009 1,813 £ 0,009 1,181+ 0,023 1,477 £ 0,026 0,270 £ 0,005 0,326 *+ 0,000
Péro amarelo 1,388 £ 0,016 1,716 * 0,016 1,256 * 0,049 1,431+ 0,006 0,245 * 0,011 0,267 + 0,003
Péro branco chocalha a pevide 1,352 £ 0,024 1,672 + 0,024 1,255 * 0,041 1,517 + 0,008 0,252 + 0,011 0,312 10,004




ANEXO o.

Distribuicao dos dados da actividade antioxidante
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Figura 12. Distribuicdo dos dados da actividade antioxidante, comparando os
valores do DPPH com os polifendis totais.
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Figura 13. Distribui¢do dos dados da actividade antioxidante, comparando os
valores da HRP com o polifendis totais.



ANEXO 10.

Testes estatisticos nao paramétricos



Anexo 10.1. Tratamento Estatistico da Banana

Kendall's W Test

Ranks (4) HPR/Totais/Livres/flavanois
N 33
Kendall's W? 0.633
Chi-Square 81.091
df 32
Chi-Square (0.05, 32) 46.194

a. Kendall's Coefficient of Concordance

Kendall's W Test

Ranks (2) HPR/Totais
N 33
Kendall's W* 0.756
Chi-Square 48.385
df 32
Chi-Square (0.05, 32) 46.194

Kendall's W Test

Ranks (2) HPR/Livres
N 33
Kendall's W?* 0.624
Chi-Square 39.968
df 32
Chi-Square (0.05, 32) 46.194




Kendall's W Test

Ranks (2) HPR/Flavondides
N 33
Kendall's W? 0.728
Chi-Square 46.599
df 32
Chi-Square (0.05, 32) 46.194

Kendall's W Test

Ranks (2) HPR/DPPH
N 33
Kendall's W* 0.696
Chi-Square 44.535
df 32
Chi-Square (0.05, 32) 46.194




Anexo 10.2. Tratamento Estatistico da Polpa da Maca

Kendall's W Test

Ranks (4) HPR/Totais/Livres/flavanois
N 9
Kendall's W* 0.529
Chi-Square 21.173
df 8
Chi-Square (0.05, 8) 15.507

a. Kendall's Coefficient of Concordance

Kendall's W Test

Ranks (2) HPR/Totais
N 9
Kendall's W? 0.600
Chi-Square 9.600
df 8
Chi-Square (0.05, 8) 15.507

Kendall's W Test

Ranks (2) HPR/livres
N 9
Kendall's W? 0.617
Chi-Square 9.867
df 8
Chi-Square (0.05, 8) 15.507




Kendall's W Test

Ranks (2) HPR/Flavondides
N 9
Kendall's W* 0.592
Chi-Square 9.467
df 8
Chi-Square (0.05, 8) 15.507

Kendall's W Test

Ranks (2) HPR/DPPH
N 9
Kendall's W*® 0.908
Chi-Square 14.533
df 8
Chi-Square (0.05, 8) 15.507




Anexo 10.3. Tratamento Estatistico da Polpa e Casca da
Maca

Kendall's W Test

Ranks (4) HPR/Totais/Livres/flavanois
N 9
Kendall's W? 0.631
Chi-Square 20.200
df 8
Chi-Square (0.05, 8) 15.507

a. Kendall's Coefficient of Concordance

Kendall's W Test

Ranks (2) HPR/Totais
N 9
Kendall's W? 0.650
Chi-Square 10.400
df 8
Chi-Square (0.05, 8) 15.507

Kendall's W Test

Ranks (2) HPR/livres
N 9
Kendall's W? 0.625
Chi-Square 10.000
df 8
Chi-Square (0.05, 8) 15.507




Kendall's W Test

Ranks (2) HPR/Flavondides
N 9
Kendall's W* 0.808
Chi-Square 12.933
df 8
Chi-Square (0.05, 8) 15.507

Kendall's W Test

Ranks (2) HPR/DPPH
N 9
Kendall's W? 0.858
Chi-Square 13.733
df 8
Chi-Square (0.05, 8) 15.507




ANEXO 11.

Analise de variancia para os polifendis.



Anexo 11.1. Totais da banana

Anova: factor unico

SUMARIO
Grupos Contagem  Soma Média  Varidncia
Verde 10,9684 0,997127 0,130958
Intermédia 1 5,840854 0,530987 0,021903
Madura 4,489381 0,408126 0,006168
ANOVA
Fonte de variagdo 5Q gl MQ F valor P F critico
Entre grupos 2,124116 2 1,062058 20,03517 2,97719E-06 3,31583
Dentro de grupos 1,590291 30 0,05301
Total 3,714406 32

Teste T: duas amostras com varidncias desiguais

Verde Intermédia
Média 0,997127 0,530987
Variancia 0,130958  0,021903
Observagoes 1 1
Hipdtese de diferenca de
média 0
gl 13
Stat t 3,954257
P(T<=t) uni-caudal 0,000824
t critico uni-caudal 1,770933
P(T<=t) bi-caudal 0,001648
t critico bi-caudal 2,160369

Intermédia  Madura

Média 0,530987 0,408126
Variancia 0,021903 0,006168
Observagbes 1 1
Hipdtese de diferenca de
média 0
gl 15
Stat t 2,432097
P(T<=t) uni-caudal 0,014004
t critico uni-caudal 1,75305
P(T<=t) bi-caudal 0,028008

t critico bi-caudal

2,13145




Anexo 11.1. Livres da banana

Anova: factor unico

SUMARIO
Grupos Contagem Soma Média Varidncia

Verde 1 4,803541 0,436686 0,01253
Intermédia 11 3,841682 0,349244 0,012102
Madura 1 3,012982 0,273907 0,006905
ANOVA

Fonte de variagdo sSQ gl MQ F valor P Fcritico
Entre grupos 0,146001 2 0,073 6,944396 0,003323  3,31583
Dentro de grupos 0,315363 30 0,010512
Total 0,461364 32

Teste T: duas amostras com variancias desiguais

Verde Intermédia
Média 0,436686 0,349244
Variancia 0,01253 0,012102
Observagoes 1 1
Hipdtese de diferenca de média 0
gl 20
Stat t 1,847857
P(T<=t) uni-caudal 0,039734
t critico uni-caudal 1,724718
P(T<=t) bi-caudal 0,079468
t critico bi-caudal 2,085963
Intermédia Madura
Média 0,349244 0,273907
Variancia 0,012102 0,006905
Observagbes 1 11
Hipdtese de diferenca de média o
gl 19
Statt 1,812396
P(T<=t) uni-caudal 0,042879
t critico uni-caudal 1,729133
P(T<=t) bi-caudal 0,085759

t critico bi-caudal

2,093024




Anexo 11.3. Flavonédides da banana

Anova: factor unico

SUMARIO

Grupos Contagem Soma Média  Varidncia
Verde 1 2,343241 0,213022 0,006557
Intermédia 1 0,754774 0,068616 0,00078
Madura 1 0,248295 0,022572 2,79E-05
ANOVA

Fonte de variacdo SQ gl MQ F valor P F critico

Entre grupos 0,217229 2 0,108614 44,24598 1,12586E-09 3,31583
Dentro de grupos 0,073644 30 0,002455
Total 0,290872 32

Teste T: duas amostras com varidncias desiguais

Verde Intermédia
Média 0,213022 0,068616
Variancia 0,006557 0,00078
Observagoes 1 1
Hipdtese de diferenca de
média 0
gl 12
Stat t 5,591638
P(T<=t) uni-caudal 5,88E-05
t critico uni-caudal 1,782288
P(T<=t) bi-caudal 0,000118
t critico bi-caudal 2,178813

Intermédia  Madura

Média 0,068616  0,022572
Variancia 0,00078 2,79E-05
Observagoes 1 1
Hipdtese de diferenca de
média 0
gl 1
Stat t 5,373006
P(T<=t) uni-caudal 0,000113
t critico uni-caudal 1,795885
P(T<=t) bi-caudal 0,000226

t critico bi-caudal 2,200985




Anexo 11.4. Totais da maca

Teste T: duas amostras com variancias desiguais

Polpa Polpa+Casca
Média 1,092928 1,418587133
Variancia 0,072928  0,062949593
Observacées 9 9
Hipdtese de diferenca de média 0
gl 16
Statt -2,650398
P(T<=t) uni-caudal 0,008728
t critico uni-caudal 1,745884
P(T<=t) bi-caudal 0,017455
t critico bi-caudal 2,119905

Anexo 11.5. Livres da maca

Teste T: duas amostras com variancias desiguais

Polpa Polpa+Casca

Média 0,895777 1,17179883
Variancia 0,068916  0,063264081
Observagoes 9 9
Hipdtese de diferenca de

média 0

gl 16

Stat t -2,277624

P(T<=t) uni-caudal 0,018414

t critico uni-caudal 1,745884

P(T<=t) bi-caudal 0,036828

t critico bi-caudal 2,119905

Anexo 11.6. Flavondides da maca

Teste T: duas amostras com varidncias desiguais

Polpa Polpa+Casca

Média 0,256683 0,308680565
Variancia 0,004043 0,007311272
Observagbes 9 9
Hipdtese de diferenca de

média 0

gl 15

Stat t -1,463926

P(T<=t) uni-caudal 0,081928

t critico uni-caudal 1,75305

P(T<=t) bi-caudal 0,163855

t critico bi-caudal 2,13145
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