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Palavras chave: Bravo de Esmolfe, perfil fendlico, bioatividades.

RESUMO
A macd Malus domestica Borkh é uma das frutas mais consumidas no mundo. Apresenta uma

composicgdo variada e equilibrada, moderadamente energética com teores de agUcares e acidos
que lhes conferem um sabor e uma docura agradaveis. Esta macd é um produto com
Denominacdo de Origem Protegida (DOP), sendo grande parte da sua producao restrita a regido
do interior norte de Portugal. O objetivo do presente trabalho foi determinar as suas
propriedades bioativas e o perfil fendlico individual no extrato hidrometandlico por HPLC-
DAD-ESI/MS. A atividade antioxidante foi avaliada através dos ensaios de efeito captador de
radicais livres - DPPH, poder redutor, inibicdo da descoloracdo de B-caroteno e inibicdo da
peroxidacgdo lipidica - TBARS. A atividade antimicrobiana foi testada usando o método de
microdiluicdo e o ensaio colorimétrico de cloreto de p-iodonitrotetrazélio (INT) para
determinar a concentra¢cdo minima inibitéria (CMI). Foram identificados quinze compostos
fendlicos, sendo os mais abundantes o acido 5-O-cafeoilquinico (52 mg/100 g de massa seca),
seguido de procianidina B2 (35 mg/100 g de massa seca). Os menores valores de ECso foram
obtidos para os ensaios de DPPH e TBARS (ECs0= 0,71 e 0,45 mg/mL, respetivamente). Os
extratos mostraram ser efetivos contra todas as estirpes de bactérias Gram-positivo testadas,
enquanto que para as bactérias Gram-negativo apenas apresentaram atividade para Escherichia
coli e Morganella morganii. Estes resultados demonstram que a variedade portuguesa de maca
“Bravo de Esmolfe” pode ser utilizada como fonte de compostos bioativos com propriedades
antioxidantes e antibacterianas.

1. INTRODUCAO

«Bravo de Esmolfe» é uma variedade de mac¢d portuguesa com um aroma intenso, muito
apreciada pelos consumidores, reconhecida como um produto com Denominacao de Origem
Protegida (DOP), sendo, portanto, um produto com elevado valor acrescentado com impacto
na economia local e nacional [1,2]. O consumo regular de frutas e verduras tem sido associado
a um risco reduzido de desenvolvimento de doengas cronicas. Esses beneficios sédo
frequentemente atribuidos aos seus elevados niveis de compostos bioativos e poder
antioxidante [3]. As magds sdo principalmente constituidas por &gua (84%), minerais,
vitaminas do complexo B, monossacaridos, fibras alimentares e varios compostos bioativos,
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como a vitamina C e alguns compostos fenolicos [4—6]. Relativamente a caracterizacdo destes
frutos em termos de acUcares, composicdo em acidos organicos, bem como a determinacéo de
perfil fenolico, existem ja varios estudos efetuados por outros autores [5-7]. Contudo, o
conhecimento das bioatividades atribuidas a esta variedade de maca é bastante escasso,
tornando este estudo bastante inovador. O objetivo do presente trabalho foi caracterizar o perfil
fendlico da magad portuguesa da variedade “Bravo de Esmolfe” avaliando também a sua
atividade antioxidante e antibacteriana.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostras e preparacdo dos extratos hidrometanolicos

As amostras desidratadas de maca “Bravo de Esmolfe” (gentilmente cedida pela empresa RBR
Foods, Castro Daire, Portugal) foram reduzidas a p6 e submetidas a uma macera¢do com o
objetivo de obter um extrato rico em compostos fendlicos. O extrato hidrometandlico foi
preparado misturando 1 g da amostra com 30 mL de uma mistura de metanol:agua (80:20, v/v),
permanecendo em agitacdo durante 1 h. Posteriormente, a amostra foi filtrada, congelada e
liofilizada para posteriores anlises.

2.2 Determinacdo e quantificagdo de compostos fendlicos

O perfil em compostos fenolicos foi determinado por HPLC-DAD-ESI/MSn. A identificacdo
foi realizada comparando os tempos de retencdo nos espetros UV-Vis e de massa, ou entdo,
pela comparacdo das informacdes obtidas com dados disponiveis na literatura. A quantificacédo
foi feita a partir das areas dos picos registados a 280 nm por compara¢ao com as curvas de
calibracéo obtidas dos padrdes [8].

2.3 Avaliacgéo das bioatividades

A atividade antioxidante foi determinada por quatro ensaios distintos: efeito captador de
radicais livres-DPPH, poder redutor, inibicdo da descoloracdo do - caroteno e inibicdo da
peroxidacdo lipidica - TBARS, nos extratos hidrometanolicos num intervalo de concentraces
de 10 a 0,3125 mg/mL [8].

A avaliacdo da atividade antibacteriana foi testada nos extratos dissolvidos em agua (20
mg/mL) usando o método de microdiluicdo e o ensaio colorimétrico com cloreto de p-
iodonitrotetrazdlio (INT) para determinar a concentracdo minima inibitoria (CMI) [8].

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados cromatograficos relativos a identificacdo de compostos fendlicos nos extratos
hidrometanolicos sdo apresentados na Tabela 1. Na Figura 1 estd uma representagdo
cromatografica do perfil fendlico obtido para o extrato hidrometandlico da maga “Bravo de
Esmolfe”.

204



142 Encontro de Quimica dos Alimentos

Tabela 1- Tempo de retencdo, espetro de absorcdo maxima, massa, tentativa de identificacdo e

quantificacdo dos compostos fendlicos na maga ‘Bravo de Esmolfe’.
Tr dmx  [M-HJ

Pico min)  (nm) (/) Tentativa de identificacdo  Quantificagcdo (mg/100 g massa seca)
1 5,56 281 577 Procianidina B1 11,38+ 0,04
2 5,98 271 373 Desconhecido -

3 6,54 280 865 Trimero de epicatequina tipo B! 113+0,1
4 6,7 281 865 Trimero de epicatequina tipo B * 9,6+0,2
5 6,96 322 353 Acido 4-O-Cafeoilquinico? 58+0,1
6 74 327 353 Acido 5-O-Cafeoilquinico? 515+05
7 8,09 280 577 Procianidina B2 345+0,3
8 895 311 337 Acido 4-p-Coumaroilquinico® 14,1+ 0,6
9 9,96 281 289 Epicatequinal 182+ 0,4
10 10,19 312 337 Acido 5-p-Coumaroilquinico® 6,93 + 0,04
11 11,34 280 865 Procianidina C1 19,56 + 0,01
12 12,42 280 1153 Tetramero de (C4,C8)-epicatequinat 24,77+ 0,01
13 16,2 280 579 Biflavondide desconhecido! 16,66 + 0,44
14 1985 285 567 Phloretin-2’-O-xiloglucésido* 7,87+0,02
15 2309 285 435 Phlorizin (phloretin-2’-O-glucésido)* 4,84+0,01
Compostos fendlicos totais 2371

Curvas de calibragdo a 280 nm: (1) catequina (y=158.42x +11.38, R?=0.999); (2) acido clorogénico (y= 168823x — 161172; R? = 0.9999); (3)
acido p-cumarico (y =706.09x +1228.1, R?=0.9989); (4) isoliquiritigenina (y= 42820x + 184902, R2 = 0.999).

A principal familia de compostos identificados foram os flavan-3-ols, que j& tinham sido
anteriormente identificados para outras variedades de maca [7, 9].

Dos quinze compostos fendlicos identificados, o &cido 5-O-cafeoilquinico (pico 6; 51,5 mg/100
g massa seca) foi 0 composto maioritario, seguido da procianidina B2 (pico 7; 34,5 mg/100 g
massa seca).
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Figura 1. Cromatograma representativo do perfil fenolico da maga “Bravo de Esmolfe” a 280
nm.

Os resultados obtidos na avaliacdo da atividade antioxidante e antibacteriana sédo
representados na Tabela 2. Os valores mais baixos de ECso foram observados nos ensaios
TBARS e DPPH (0,45 e 0,71 mg/mL, respetivamente). A atividade antioxidante de magés de
outras variedades ja foi anteriormente descrita, nomeadamente da Fuji, que apresentou valores
mais baixos de ECso (maior poder antioxidante) para o ensaio DPPH [10]. Relativamente a
atividade antibacteriana, os extratos apresentaram CMI mais baixas para as bactérias Gram-
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positivo, em particular Staphylococcus aureus sensivel a meticilina (MSSA) (CMI = 2,5
mg/mL). Das bactérias Gram-negativo, E. coli e M. morganii foram as mais sensiveis com
concentracdes minimas inibitorias de 5 mg/mL. Estudos anteriores, utilizando variedades
diferentes de macd, descreveram valores de CMI mais baixos [10], embora seja de realcar que
as bactérias utilizadas neste estudo s&o isolados clinicos multirresistentes.

Tabela 2- Bioatividades do extrato hidrometandlico da maca “Bravo de Esmolfe”.

DPPH 0,71+ 0,05
Atividade Antioxidante Poder Redutor 1,38+ 0,01
ECso (mg/mL) Inibicdo da descoloracao de B- 719+ 0,04
caroteno
TBARS 0,450 + 0,005
Gram-negativo
Acinetobacter baumannii >20
Escherichia coli 5
Escherichia coli ESBL 5
Klebsiella pneumoniae >20
Atividade antibacteriana Klebsiella pneumonitze ESBL >20
CMI (mg/mL) Morganella morgan/.l 5
Pseudomonas aeruginosa >20
Gram-positivo
Enterococcus faecalis 5
Listeria monocytogenes 5
MRSA 5
MSSA 2.5

4. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos a mac¢a desidratada da variedade “Bravo de Esmolfe”,
provou ser uma fonte de compostos bioativos com atividade antioxidante e antibacteriana,
podendo no futuro vir a ser utilizada para o desenvolvimento de produtos alimentares de
elevado valor acrescentado.
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