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Resumo

Atualmente, a industria agroalimentar portuguesa ja comeca a prestar especial
atencdo no que diz respeito ao consumo de matérias-primas e a producdo de residuos. No
entanto, a sua principal aplicacdo continua a ser a alimentagdo animal ou 0 uso como
fertilizantes. Recentemente, demonstrou-se que os residuos resultantes das podas,
nomeadamente da industria vinicola, podem ser potenciais fontes de compostos bioativos
com propriedades benéficas para a salde. Deste modo, a recuperacéo destes compostos a
partir de residuos e posterior aplicagdo num produto alimentar ou cosmético permitiria as
empresas reduzir os custos de tratamento e até mesmo criar lucros adicionais, o0 que se
refletiria na sua competitividade.

Numa primeira fase deste trabalho, pretende-se extrair diferentes compostos
bioativos a partir de residuos de biomassa, nomeadamente das podas dos mirtilos,
aplicando a extragdo convencional e a extragdo assistida por microondas. Os extratos
obtidos foram caracterizados por diferentes métodos espectrofotométricos, tais como
TPC, TFC, DPPH, FRAP e ABTS, para avaliar as suas propriedades benéficas e os
resultados expressos em teor de peso seco de biomassa (dw). Das técnicas de extracdo
testadas, a extracdo assistida por microondas foi a que se revelou mais eficiente.
Relativamente as amostras analisadas, a variedade Duke 2019 foi a que obteve TPC mais
elevado (67,9 £ 1,7 mg GAE/g dw). No que diz respeito a atividade antioxidante,
diferentes ensaios produziram respostas diferentes, sendo que no método FRAP destacou-
se a variedade Bluecrop 2019 (49,3 £ 3,5 mg AAE/g dw), no método DPPH*® a amostra
Duke 2020 foi a que obteve melhores resultados (92,2 + 5,0 mg TE/g dw) e no método
ABTS™" a amostra Duke 2019 (101 + 6 mg AAE/g dw). Posteriormente, determinou-se
por HPLC-DAD quais os compostos individuais que estdo a contribuir para as
propriedades exibidas pelos extratos obtidos. Nesta analise usou-se a variedade Duke
2019 sendo que os compostos identificados em maior concentracdo foram os acidos
elagico e vanilico, e da familia dos flavonoides destacou-se a catequina e a epicatequina
para ambas as técnicas de extracao testadas.

Numa segunda fase foi realizada uma avaliagdo da presenca de multiplos
contaminantes nas amostras em estudo. Para isso, analisou-se a presenca de pesticidas
(organoclorados, organofosforados e piretroides), policlorobifenilos e retardantes de
chama. Utilizou-se 0 método de extragdo QUEChERS e uma limpeza por extracdo em

fase sélida dispersiva (d-SPE) e de seguida foram analisados os compostos por
|
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cromatografia gasosa acoplada a dois detetores diferentes (GC-FPD e GC-ECD). Apos a
andlise de todas as amostras, apenas foi detetado e quantificado o cloropirifos-metilo na
amostra de podas de mirtilo (Bluecrop 2019). Apesar de ndo existir legislagéo para este
tipo de amostra, quando avaliada a concentracdo detetada segundo a Diretiva 2005/72/CE
da Comissdo da Unido Europeia para mirtilos, a concentracdo encontrada é abaixo do
limite méximo permitido. Desta forma foi possivel verificar que os extratos analisados
das podas dos mirtilos encontram-se seguros relativamente aos contaminantes avaliados
neste trabalho, para poderem ser incorporados em diversas aplicacbes como por exemplo

na inddstria alimentar.

Palavras-Chave: podas de mirtilos, valorizacdo, extracdo convencional, extracdo

assistida por microondas, polifenois, atividade antioxidante, contaminantes, pesticidas
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Abstract

Currently, the Portuguese agri-food industry is beginning to pay special attention
to the consumption of raw materials and the production of waste. However, its main
application remains in animal feed or as fertilisers. Recently, it has been shown that
wastes from pruning, particularly from the wine industry, may be a potential source of
bioactive compounds with health-enhancing properties. Thus, the recovery of these
compounds from waste and subsequent application in food or cosmetic products would
allow to the companies to reduce treatment costs and even create additional profits, which
would be reflected in their competitiveness.

In the first phase of this work, is intended to extract different bioactive compounds
from biomass residues, namely blueberry pruning, applying conventional and
microwave-assisted extractions. The obtained extracts were characterized by different
spectrophotometric methods, such as total phenolic content (TPC), total flavonoid content
(TFC), DPPH, FRAP, and ABTS, to evaluate their beneficial properties. From the tested
extraction techniques, microwave-assisted extraction reveals to be more efficient.
Concerning the analysed samples, Duke 2019 variety presented the highest TPC (67.9 =
1.7 mg GAE/g dw). Regarding the antioxidant activity, different assays produced
different results, namely in the FRAP method the Bluecrop 2019 variety was highlighted
(49.3 £ 3.5 mg AAE/g dw), in the DPPH* method the Duke 2020 sample was the one who
obtained the best results (92.2 £ 5.0 mg TE/g dw) and in the ABTS™* method the Duke
2019 sample also highlighted (101 £ 6 mg AAE/g dw). Subsequently, it was determined
by HPLC-DAD which individual compounds were contributing to the properties
displayed by the obtained extracts. In this analysis, the Duke 2019 variety was used and
the compounds identified in the highest concentration were the ellagic and vanillic acids,
and from the flavonoid family it was highlighted the catechin and epicatechin for both
extraction techniques tested.

In the second phase of this work, a chemical hazard assessment was carried out in
the samples under study. For this, all the samples were analyzed and the presence of
multiple contaminants such as pesticides (organochlorine, organophosphorus and
pyrethroids), PCB and Flame Retardants were evaluated. The QUEChERS extraction
method and a dispersive solid phase extraction cleaning (d-SPE) were used as a extraction
method and the compounds were analyzed by gas chromatography (GC-FPD and GC-

ECD). After the analysis of all samples, only chlorpyrifos-methyl was found and
|
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quantified in a Bluecrop 2019 sample. Although there is no legislation for this type of
sample, the concentration found was in accordance (below maximum residue level) with
Directive 2005/72/EC of the Commission of the European Union for blueberries. Thus, it
was possible to verify that the extracts analyzed from the pruning of blueberries are safe,
for the compounds under study, in order to be incorporated in several applications, namely
in food.

Keywords: blueberry pruning, valorization, convencional extraction, microwave-

assisted extraction, polyphenols, antioxidant activity, contaminants, pesticides
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Lista de abreviaturas

AAE - &cido ascorbico equivalente (abreviatura do inglés ascorbic acid equivalents)
CE - Extracdo Convencional (abreviatura do inglés convencional extraction)

CV — Coeficiente de variagéo

DSA — Dosagem semanal admissivel

d-SPE — Extracdo em fase solida dispersiva (abreviatura do inglés dispersive solid phase
extraction)

dw — Amostra seca (abreviatura do inglés dry weight)

EFSA - Autoridade europeia para a Seguranca Alimentar (abreviatura do inglés
European Food Safety Authority)

FAO - Organizacdo das Nagdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura

FEAC — capacidade antioxidante expressa em Ferro Il equivalente (abreviatura do inglés
Fe(Il) equivalente antioxidant capacity)

GAE — Acido galico equivalente (abreviatura do inglés gallic acid equivalent)

GC- ECD - Cromatografia gasosa com captura de eletrdes (abreviatura do inglés gas
chromatography with electron capture detector)

GC-MS - Cromatografia gasosa com espectrometria de massa (abreviatura do inglés gas
chromatography — mass spectrometry)

GC-FPD - Cromatografia gasosa — chama fotométrica (abreviatura do inglés gas
chromatography with flame photometric detector)

HPLC-DAD - Cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecdo de diodos
(abreviatura do inglés high performance liquid chromatography with diode-array
detection)

JECFA - Comité de profissionais em aditivos alimentares (abreviatura do inglés Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives)

LOD - Limite de Detecgéo

LOQ - Limite de Quantificagéo

MAE - Extracdo Assistida por Microondas (Abreviatura do inglés Microwave Assisted
Extraction)

OPP — Organofosforados

PBB — Bifenilo polibromado

PBDE - Eter difenilico polibromado

PCB - Policlorobifenilos
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POP — Poluentes organicos persistentes

RE — Rutina equivalente

TE —Trolox equivalente

TFC — Teor de Flavonoides Totais (abreviatura do inglés total flavonoid content)

TPC- Teor de Polifenois Totais (abreviatura do inglés total phenolic content)
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Capitulo 1 Introducéo

1.1. Economia circular vs economia linear

O consumismo esta fortemente enraizado na sociedade contemporanea
caraterizando-se por uma producdo em massa de bens e, consequentemente, pelo seu
consumo excessivo. Este modo de vida pode ser considerado resultado da revolugédo
industrial, uma vez que este conduziu a uma producdo mais facil e barata, ignorando
assim os limites ambientais [1]. Esta visdo mais alargada do processo pode resumir-se a
[1]:

1) Utilizacdo de terras férteis e extracdo de recursos naturais como por exemplo de
minas, alguns combustiveis fosseis, entre outros;

2) Utilizacao destes recursos para produzir produtos para venda;

3) Utilizagdo dos produtos até serem depositados como lixo no final da sua vida util.

Este processo é conhecido como economia linear (Figura 1.1). De facto,
inicialmente, a revolucdo industrial trouxe alguns beneficios como riqueza econémica,
oportunidades de emprego e melhor qualidade de vida nos paises desenvolvidos. O
principal problema associado & economia linear é que esta depende de dois grandes
pressupostos [1]:

i. Serd sempre necessario a extracao de recursos do ambiente;
ii. Serd sempre necessario um lugar para depositar os produtos que ndo sao mais
desejados.

Atualmente, devido ao desenvolvimento da ciéncia e as preocupagdes com 0
ambiente, conclui-se que os dois pressupostos identificados ndo sdo possiveis e que a
economia linear ndo é sustentavel [2,3].

De forma a ser possivel alcangar esse estado de sustentabilidade, as inddstrias
necessitam de ultrapassar a transi¢do de um recurso fdssil para uma economia baseada no
processamento de matérias-primas renovaveis e se possivel apostar na reutilizacdo e/ou
valorizacdo dos residuos produzidos. E neste sentido que surge a economia circular
(Figura 1.1) [4].

Nos ultimos anos, a economia circular tem sido um tema recorrente nas agendas,
internacional, Europeia e nacional, sendo um conceito estratégico que assenta nos

principios da reducdo, reutilizacéo, recuperacéo e reciclagem de materiais e energia. Esta
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assume-se como um elemento-chave para promover a dissociacao entre o crescimento

econdémico e 0 aumento no consumo de recursos [5].
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Figura 1.1 Economia Circular vs Economia Linear 5

Numa economia circular, o valor dos produtos e materiais € mantido durante o
maior tempo possivel, a producdo de residuos e a utilizacdo de recursos reduzem-se ao
minimo e, quando os produtos atingem o final da sua vida 0til, os recursos mantém-se na
economia para serem reutilizados e voltarem a gerar valor [5]. Esta mudanca de
paradigma de modelo econémico potencia a maximizagdo do valor econémico do
produto, mas simultaneamente assume-se como um desafio para os diferentes setores de
atividade econémica nacional [5].

No contexto da economia circular, a valorizacdo de residuos organicos urbanos
provenientes de podas tem um grande apelo ambiental e de sustentabilidade. Atualmente,
uma das utilizagbes das podas € na compostagem. O emprego do composto na
manutencdo de areas verdes potencializa a recuperacdo ambiental, o aproveitamento da
matéria organica e reduz a contaminacao de areas com disposi¢cdo em aterros [5].

A atual transicdo de uma economia linear para uma economia circular diz respeito

principalmente a forma como os residuos sdo ponderados, passando de um material sem
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valor para um recurso precioso. Esta transi¢do resultou numa crescente necessidade de
investigar a composicdo dos residuos, em particular os provenientes da industria
alimentar, e explora-los como uma potencial fonte de compostos bioativos,

particularmente de polifendis [4].

1.2. Mirtilos

O mirtilo, com o nome cientifico Vaccinium myrtillus, € uma fruta que pertence a
familia Ericaceae, subfamilia Vaccinoideae, na qual se encontra o género Vaccinium. E
uma planta caducifdlia, ou seja, perde as suas folhas nas épocas frias do ano [6]. O mirtilo
¢ uma planta de porte arbustivo originaria da América do Norte e Euroasiatica, que se
adapta bem ao clima temperado [7]. As flores apresentam a corola com pétalas brancas
ou rosa, de forma tubular ou em forma de sino. As folhas sdo simples, de forma oval a
lanceolada adquirindo uma tonalidade roxa no Outono. O sistema radicular é superficial,
sendo as raizes muito finas, ndo dispondo de pélos radiculares [6].

O seu fruto em forma de baga quando maduro adquire a coloracdo azul arroxeada
e apresenta um formato achatado (Figura 1.2). A baga de mirtilo contém elevada
concentracdo de compostos fendlicos (tais como é&cidos fendlicos, flavonoides e
antocianinas) comparativamente com outros frutos. Sendo conhecido pelas suas
propriedades antioxidantes, a baga de mirtilo é bastante apreciada particularmente nos

paises Nordicos [7].

Figura 1.2. Mirtilos (folha e fruto)
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1.2.1. Producéo

De acordo com os dados da Food and Agriculture Organization (FAO) [8], no ano
de 2019, o primeiro produtor mundial de mirtilos foram os Estado Unidos da América
com uma producéo anual de cerca de 308760 toneladas, enquanto Portugal ocupa o 10°
lugar dos paises produtores de mirtilo com uma producéo anual total de 11060 toneladas.
Em 2012, Portugal encontrava-se no 18° lugar com 255 toneladas produzidas,
verificando-se um crescimento na sua producao em 7 anos de aproximadamente 43% [8].

Neste momento é o pequeno fruto que ocupa maior area no pais, caraterizando-se a
sua cultura por pequenas plantagdes no solo, principalmente localizadas na regido norte.
No entanto, tem-se observado um enorme interesse no seu cultivo por diversas empresas
estrangeiras que se instalaram na regido do sudoeste alentejano, estando estas a praticar a
cultura do mirtilo em substrato. A cultura do mirtilo em substrato pode ser realizada tanto
ao ar livre como em cultura protegida [9].

1.2.2. Residuos gerados durante a producao

Grande parte dos residuos agricolas é deixada no proprio terreno de cultivo,
servindo como protecdo ao solo ou como adubo fornecedor de nutriente. O
aproveitamento dos elementos nutritivos dos residuos agricolas também pode ocorrer
através do seu processamento simples, como a compostagem [10]. A emissdo de gases
com efeito de estufa como diéxido de carbono (CO>), éxido nitroso (N20) e 6xidos de
azoto (NOx) ocorre na queima de residuos agricolas e por este motivo é importante
encontrar solucdes que evitem a queima dos residuos produzidos [12].

No contexto da agricultura industrial, os principais residuos do cultivo de graos,
frutas, e hortalicas sdo o bagaco, as cascas, sementes, bagas, as folhas e as hastes
provenientes de podas. Além da reciclagem e compostagem para a producdo de
fertilizantes, os residuos agricolas possuem grande valor a nivel de composicdo de
nutrientes, e podem ser a matéria-prima para outros produtos industriais. A titulo de
exemplo, na cultura da laranja, gracas as caracteristicas fisico-quimicas das sementes
ricas em &cidos gordos € possivel produzir leos comestiveis para aplicagbes alimentares.
O setor agroalimentar produz milhdes de toneladas de residuos potencialmente Uteis para

serem reaproveitados. Além disso, é necessario ter em consideragdo 0S recursos
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despendidos durante o processo de plantagdo, como a agua ou o solo, o que faz com que
seja importante impedir que materiais os residuos sejam desperdicados prematuramente,
quando ainda podem ter um ciclo de vida prolongado. Estudos recentes revelam que os
residuos agroindustriais podem ser subprodutos da prépria industria alimentar, em forma
de po ou extrato, para utilizar para melhorar as propriedades nutricionais dos alimentos
[11].

1.3. Polifendis

O termo “polifendis” foi criado para substituir o termo usado “taninos vegetais” que
incluia os compostos fendlicos soliveis em agua com peso molecular entre 500 e 3000
Da (unidades de Dalton). Estes compostos apresentam propriedades especiais como por
exemplo a capacidade de precipitar alcaloides, entre outras proteinas [13].

Os polifendis sdo um dos principais grupos de compostos que se encontram nos
metabolitos secundarios de plantas. A sua distribui¢do quantitativa varia, uma vez que é
influenciada por varios fatores, como o tipo de planta, 6rgéos e genética. Estes compostos
sdo mais frequentemente produzidos e acumulados nas camadas subepidermais de tecidos
vegetais quando expostos ao stress e também a ataques patogénicos. A sua sintese e
concentracdo dentro do tecido vegetal depende da fase de crescimento e desenvolvimento
da planta e dos fatores bidticos e abidticos que a rodeiam [14].

Inicialmente os compostos fendlicos eram apenas associados ao sabor, odor, cor e
amargura de alguns alimentos. No entanto, ao longo do tempo foram-lhe sendo
reconhecidas a sua importancia e os seus beneficios para a satde tornando-se um tema
bastante estudado [11]. Atualmente, o termo polifendis € usado para designar compostos
qgue incluem os acidos fendlicos simples e o0s taninos condensados altamente
polimerizados. Esta variedade estrutural dificulta a sua caraterizagdo, quantificacao e
estudo, com a agravante dos polifendis de diferentes plantas serem quimicamente
distintos e apresentarem diferentes graus de polimerizagao [13].

Nos dias de hoje estd amplamente estabelecido que estes compostos trazem
inimeros beneficios a saude humana e é-lhes reconhecida a sua importancia numa
alimentacéo equilibrada. Os polifendis apresentam ainda propriedades antimutagenicas e
antineoplasicas, antimicrobianas, anti-inflamatorias, de protecdo das células endoteliais e
vasos sanguineos e neuroprotetoras [15]. As atividades terapéuticas dos compostos

fendlicos sdo reconhecidas ha varios anos, havendo estudos demonstrando 0 seu uso
|

MARIA INES TEIXEIRA 5



VALORIZACAO DE RESIDUOS DE BIOMASSA: AVALIAGAO DA POTENCIALIDADE DE APLICACAO A NOVOS PRODUTOS

enguanto medicamento natural para tratamento de doencas do foro circulatorio,

respiratorio, digestivo e do trato urinario [15].

1.3.1. Classificacao
Os polifendis podem ser divididos em varias familias e subfamilias que se

encontram descritas na Tabela 1.1.

Tabela 1.1 Classificacéo dos polifendis 141

Acidos Hidroxibenzoicos Acido vanilico, acido galico
Acidos fendlicos
Acidos Hidroxicinamicos Acido clorogénico, &cido cafeico

Flavonas Tageretina, apigenina
Chalconas Floretina, arbutina
Isoflavonas

Dihidrocalcona
Biflavononas
Antiocinidinas Malvidina, cianidina
Flavandidis
Proantocianidinas
Flavonoides Naringenina, naringina
Flavonol Catequina, epicatequina
Dihidroflavonois
Aurona
Elagitanino
Taninos Galotanino
Taninos Condensados
Estilbenos Resveratrol, astrigina

Lignanos

Flavonoides

1
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Acidos fenolicos

Os acidos fenolicos séo constituidos por um ou mais anéis aromaticos e possuem
pelo menos um grupo hidroxilo. Geralmente, s&o divididos em dois grupos,
nomeadamente os acidos hidroxibenzoicos (Figura 1.3A), constituidos por sete &tomos
de carbono e os acidos hidroxicinamicos (Figura 1.3B), que possuem nove atomos de
carbono [16].

R,

OH

A) B)

Figura 1.3. Estrutura quimica geral do dcido hidroxibenzdico (A) e do dcido hidrocixindmico (B) (261171

Os acidos fenolicos sdo estruturas relativamente simples, e a quantidade e arranjo
dos grupos hidroxilo sdo responsaveis pelas diferentes estruturas e compostos. Nas
plantas, os acidos fendlicos contribuem para a absorcao de nutrientes, a sintese proteica,
a atividade enzimatica, a fotossintese e atuam como componentes estruturais. Por outro
lado, as cumarinas desempenham um papel essencial no crescimento e na defesa das
plantas [14].

As cumarinas sdo uma classe de metabdlitos secundarios que estdo amplamente
presentes em plantas e exibem varios efeitos farmacoldgicos, bioquimicos e terapéuticos
[18].
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Flavonoides

Os flavonoides, também designados por bioflavonoides, sdo um dos subgrupos dos
compostos fendlicos e apresentam a estrutura representada na Figura 1.4. Estes
compostos apresentam baixo peso molecular e podem ser encontrados em diversas
espeécies vegetais [19].

Os flavonoides sdo formados por dois anéis aromaticos, geralmente unidos por um
anel heterociclico. Devido a sua estrutura fendlica, possuem um grande poder
antioxidante, uma vez que podem ser multisubstituidos e formar assim estruturas
quimicas diversificadas. Como observado na Tabela 1.1., este subgrupo esta dividido em

varias classes tais como flavondis, antocianidinas, entre outras [16].

OH OH OH
HO o ©/ HO O ©/ HO o} ©/
|
OH

OH O OH O OH O

Flavona Flavanona Flavonol

OH
HO \
=
ecadness
OH
OHFjavanol Catigo flavilio

Figura 1.4 Estrutura fundamental de algumas das principais familias de flavonoides presentes na natureza 20

Os flavonoides ndo sdo sintetizados pelo organismo, sendo por isso importante o
seu consumo atraves de uma alimentacdo saudavel e equilibrada que promove ao
organismo beneficios, tais como [21]:

e Regulacdo dos niveis de colesterol, o que ajuda a prevenir doencas
cardiovasculares

e Diminuicdo dos sintomas da menopausa

e Combate a infecdes, pois possui atividade antimicrobiana

e Auxilia na absorgéo de vitamina C

e Ajuda a prevenir doencas neurodegenerativas, uma vez que evita danos nas

células nervosas devido a sua atividade antioxidante.

1
MARIA INES TEIXEIRA 8



VALORIZACAO DE RESIDUOS DE BIOMASSA: AVALIAGAO DA POTENCIALIDADE DE APLICACAO A NOVOS PRODUTOS

Taninos

Os taninos sdo por definicdo compostos polifendlicos sollveis em agua com
elevada massa molecular que se obtém através da polimerizacéo de polifendis simples, e
apresentam a capacidade de interagirem com proteinas [20]. Os taninos podem ser
divididos em taninos hidrolisaveis e em taninos nao hidrolisaveis, também designados
por taninos condensados [20].

Os taninos hidrolisaveis (Figura 1.5) séo polifendis constituidos por um agucar,
geralmente a glucose, ligado a compostos fenodlicos, nomeadamente o acido gélico ou o

acido elagico, formando os galotaninos e os elagitaninos respetivamente [20].

HO
OH OH
HO
OH
HO 0 (o]
OH o
0]
HO
o] 0o 0}
HO
0 [s] OH
HO

OH

Figura 1.5 Estrutura do tanino hidrolisdvel pentagaloilglucose 201

Os taninos condensados ou proantocianidinas sdo polimeros formados pela poli-
condensacao de catequinas e leucoantocianidinas [20]. Na natureza, os 3-flavanois variam
no grau de hidroxilacdo dos aneis aromaticos A e B e na esteroquimica dos carbonos
assimétricos do anel piramico C. As estruturas mais simples sdo as catequinas e as
galocatequinas (Figura 1.6) [20].
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R;: OH e Ry: H = (+)-catequina R;: OH e Ry: H 2 (+)-galhocatequina
R;: He R;: OH = (-)-epicatequina R;: H e Ry: OH = (-)-epigalhocatequina

Figura 1.6 Estruturas de 3-flavandis (20

Os taninos condensados (proantocianidinas) sdo constituidos por duas ou mais
unidades de catequinas ou galocatequinas e variam entre si no grau de polimerizagéo, no
tipo de ligacao interflavandlica (C4-C6 ou C4-C8) e no grau de esterificagdo com o acido
galico [20].

As proantocianidinas dividem-se em procianidinas (derivadas da catequina e
epicatequina) e prodelfinidinas (derivadas da galocatequina e epigalocatequina) (Figura
1.7) [20].

OH

Prodelfinidina Procianidina

Figura 1.7 Estruturas de proantocianidinas diméricas [20]

1
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Os nomes de procianidinas e de prodelfinidinas resulta do facto destes compostos

se decomporem por aquecimento em meio acido, dando origem a cianidina e delfinidina,

OH
OH
+
HO o) O
e
Z om
OH

+ R = H: Cianidina
H /Qcal R = OH: Delfinidina

respetivamente (Figura 1.8) [20].

-+

OH
OH
HO (0] O
) ;
‘R = H: Procianidina OH
OH

R = OH: Prodelfinidina

R = H: Catequina
R = OH: Galhocatequina

Figura 1.8 Decomposicdo das proantocianidinas por aquecimento em meio dcido (201

1.3.2. Distribuicéo na planta

Os polifendis encontram-se intensamente difundidos no reino vegetal. Estes
compostos encontram-se distribuidos por toda a planta: nos tecidos germinativos (como
uma possivel protecdo contra o frio), nas folhas (mais frequentes nas paginas superiores),
nas raizes (atuando como barreira quimica & penetracdo e colonizacdo das raizes por
organismos patogénicos), nas sementes (associados a manutencdo da dorméncia, e
apresentam propriedades alelopaticas e bactericidas) e no caule e casca (implicados na
regulacdo do crescimento dos tecidos e na inibicdo da atividade microbiana). Uma vez
gue estes compostos se encontram normalmente retidos em vacuolos ou na superficie
cerosa das plantas, ndo interferem com o metabolismo das plantas. No entanto, quando
se da a rutura das células, os polifendis ficam livres e inativam enzimas, precipitam
proteinas e formam ligacGes com os acidos nucleicos da célula [13].

1
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1.3.3. Polifendis presentes nos residuos de mirtilos

A contribuicdo de polifendis nos produtos alimentares engloba fenotipos de cor,
odor, estabilidade oxidativa, entre outros [22]. No entanto, os valores reportados dos
polifenois em mirtilos e folhas de mirtilo variam muito dependendo da técnica de extragdo
utilizada. Por exemplo, foi relatado que o TPC varia entre 0,85 e 2,81 mg GAE/g dw.
Wang et al. [23] reportou que, utilizando uma extracdo convencional com acetona e agua
como solventes primarios, as variedades Duke e Bluecrop apresentam um TPC de 231,8
+5,1e212,7 £1,8 mg GAE/g dw respetivamente, e um TFC de 105,3+£8,6e89.6 +9,1
mg CE/dw. Sobre a composic¢éo fendlica individual, Wang et al. [23] reportou a presenca
de acido p-cumarico (97,5 + 0,1 ug/dw), acido ferllico (26,7 + 1,1 ug/dw), quercetina
(211,2 £ 0,3 pg/dw), catequina (187,6 = 1,1 pg/dw) e resveratrol (51,5 + 0,1 ug/dw) na
variedade mirtilo Duke. Na variedade Bluecrop, a quercetina ndo foi detetada, mas os
restantes compostos acima mencionados foram (&cido p-cumarico, 80,7 + 0,1; acido
feralico, 32,4 £ 1.1; catequina 262.9 £ 1.0; resveratrol, 64.9 £ 0.1 pg/dw). Quanto as
folhas dos mirtilos, Vodnar et al. (2020) [24] quantificou 0s seguintes compostos para as
variedades Duke e Bluecrop, respetivamente, 6,03 = 0,07 e 5,21 + 0,05 mg/dw de
catequina; 0,52 + 0,01 e 0,54 + 0,01 mg/dw de &cido clorogénico; 4.49 + 0,05 e 2,62 +
0,02 mg/dw de é&cido cafetarico; 4.23 + 0,05 e 2,73 + 0,02 mg/dw de acido
dicafeioilquinico; 17,64 £ 0,1 e 19,10 £+ 0,1 mg/dw de rutina; e 2,25 + 0,06 e 2,07 + 0,04
mg/dw de quercetina.

1.4. Métodos de extracao de compostos fendlicos

A extracdo de compostos fendlicos tem sido tradicionalmente realizada recorrendo
a extraces convencionais [25]. Estas geralmente sdo baseadas no uso de solventes
organicos e no tempo que o solvente demora a ser consumido, o que pode resultar em
erros bastante complexos nos métodos analiticos. Mesmo que a extracdo de solventes
resulte numa boa recuperagdo de compostos fenolicos, existem alguns inconvenientes
associados, tais como a exigéncia de uma enorme quantidade de solventes, o tempo de
extracdo ser muito longo podendo ocorrer a degradacdo dos compostos-alvo e a escolha
dos solventes pode ser limitada devido & sua adequabilidade para aplicagdes alimentares
[26].

1
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O recente desenvolvimento de técnicas de extracdo mais avancadas veio ajudar a
superar as dificuldades dos métodos mais tradicionais [26]. Estas novas técnicas de
extracdo vieram permitir uma reducdo no consumo de solventes (orgénicos), extracoes
mais rapidas e a possibilidade de recuperar estes compostos de uma forma mais verde
[25]. Na Figura 1.9 encontra-se esquematizado as técnicas de extracdo, tanto tradicionais

como mais avancgadas, geralmente usadas na recuperacao de compostos fendlicos [25].

Figura 1.9 Técnicas de extragdo convencionais e mais avangadas; CE, conventional extraction; PLE, pressurized liquid extraction; UAE, ultrasound-
assisted extraction; MAE, Microwave assisted extgraction; SFE, supercritical fluid extraction (adaptado de [25]).

De seguida ira ser descrito em maior detalhe as técnicas que foram aplicadas no
presente trabalho, nomeadamente a extracdo convencional e a extracdo assistida por
microondas.

1.4.1. Extracao convencional

A extracdo convencional (CE da abreviatura em inglés convencional extraction)
também designada por extracdo solido-liquido (SLE do inglés solid liquid extraction),
consiste numa extracdo direta dos compostos-alvo de materiais vegetais utilizando

diferentes solventes, tais como metanol, etanol, acetona. Estes solventes podem ser
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usados sozinhos ou numa mistura de solventes em fase aquosa usando um extrator, como
por exemplo um homogeneizador durante um determinado periodo de tempo [14,26].

Os solventes utilizados na CE podem extrair também alguns compostos
indesejados, tais como clorofilas, gorduras, ceras, entre outros componentes. Neste caso,
sd0 necessarios procedimentos adicionais para remover estes compostos, que aumentam
0 tempo e os custos de extracdo, bem como podem resultar em potenciais perdas de
polifendis. Nestes casos para remover as particulas indesejadas, geralmente usa-se um
fracionamento adicional por extracdo liquido-liquido, por exemplo com acetato de etilo
ou hexano, seguido de cromatografia de coluna ou uma extracdo em fase solida [26].

A solubilidade dos compostos fendlicos depende principalmente da sua natureza
quimica e da sua polaridade. Além disso, os compostos fendlicos podem formar
complexos com outros componentes vegetais, tais como hidratos de carbono e proteinas,
e estas interacdes podem afetar a solubilidade dos polifendis nos solventes que, por sua

vez, irdo afetar os rendimentos de extracao [26].

1.4.2. Extracdo assistida por microondas

A extracdo assistida por microondas (MAE do inglés microwave-assisted
extraction) é um processo que utiliza energia de microondas para aquecer o solvente em
contacto com uma amostra de modo a extrair 0s compostos de interesse da matriz para o
solvente. A capacidade de aquecer rapidamente a mistura de solvente e amostra é uma
das principais vantagens desta técnica [27]. Além disso, através da utilizacdo de
recipientes fechados, a extracéo pode ser realizada a temperaturas elevadas acelerando a
transferéncia de massa dos compostos-alvo da matriz [28].

Uma das principais vantagens do recurso a MAE é a reducdo do tempo de
extracdo, devido a diferenca entre o tipo de aquecimento aplicado comparativamente com
o0 usado na CE, boa reprodutibilidade e na utilizacdo de energia de microondas.
Adicionalmente, a MAE permite uma reducdo significativa no consumo de solventes e a
possibilidade de multiplas extra¢cdes numa so corrida. A eficiéncia da MAE ¢é influenciada
pela escolha de diversos parametros de extragdo, nomeadamente, o solvente, a

temperatura e o tempo de extragdo [27,28].

1
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1.5. Métodos de identificacao e quantificacdao de compostos fendlicos

1.5.1. Métodos espectrofotométricos

A determinagdo do TPC pode ser determinada através do método colorimétrico de
Folin-Ciocalteau. O TPC é um método néo especifico uma vez que o reagente de Folin-
Ciocalteau reage com todas as espécies redutoras presentes na solucdo. Em condicdes
alcalinas, o reagente composto por tungsténio e molibdénio mudam da cor amarelo para
azul depois de reagirem com espécies redutoras.

O TFC é um método que mede a formacdo do composto flavonoide-aluminio.

A determinacdo do poder redutor (FRAP) baseia-se na reducdo do complexo
Fe3*/ferrocianeto (FeCls/KsFe(CN)g) para a forma ferrosa (Fe?*) através da reagdo com
0s compostos antioxidantes presentes na solugéo. A redugéo do Fe(lll) para Fe(ll) resulta
na mudanca de cor de amarelo para verde ou azul, dependendo do poder redutor dos
extratos [30].

O DPPH € um radical livre muito estavel que é reduzido a hidrazina na presenca de
compostos antioxidantes. Quanto maior for o poder redutor dos extratos, maior serdo o0s
valores de absorvéancia, que correspondem a uma mudanca de cor de purpura para um
amarelo brilhante.

Através do método ABTS pode-se medir a atividade antioxidante de compostos de
natureza hidrofilica e lipofilica. O radical ABTS" obteve-se através da reacdo de uma
solucdo de ATBS 7 mM (10 mL) com persulfato de potassio (2,45 mM) incubados a

temperatura ambiente e no escuro durante aproximadamente 16 h.

1.5.2. Métodos cromatograficos

A técnica de HPLC (abreviatura do inglés high performance liquid
chromatography) surgiu nos finais dos anos 60 e advem da evolugdo da cromatografia
liquida classica. O HPLC é um dos muitos métodos cromatograficos de andlise e
separagdo de misturas quimicas sendo que apresenta inumeras vantagens
comparativamente a outras técnicas [31]:

o E de aplicacdo praticamente universal;

o Apresenta uma notoria precisao;

1
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o Existe uma vasta gama de equipamentos, colunas e outros materiais
necessarios que permitem o uso de HPLC para quase todas as aplicaces;

o A maioria dos laboratorios que funcionam com andlises de misturas
quimicas estdo equipados de HPLC, sendo muitas vezes a técnica de eleicéo.

Quando a injecdo € automatica, o seu fundamento tem por base a disposicdo das
amostras num tabuleiro com vérios pocos (rack) para dar inicio a injecdo automatica
(autosampler) na coluna cromatogréafica. O(s) solvente(s) €é(s@o) continuamente
bombeado(s) através da coluna e os componentes da amostra que sdo eluidos, abandonam
continuamente a coluna para posterior detecdo. O sinal resultante do detetor €
representado em funcdo do tempo e é designado de cromatograma em que 0S picos
correspondem a eluigdes dos componentes da amostra [31].

A separacédo depende do tipo de coluna e pode feita ser de duas maneiras distintas:

o Separacdo isocratica, quando a composi¢do do solvente (um eluente ou
mistura de eluentes) permanece sempre a mesma ao longo da separacao, ou
seja, a mesma composi¢édo ao longo de toda a corrida sendo esta mais lenta.
Separa um numero limitado de analitos e a largura dos picos resultantes,
aumenta com o tempo;

o Separacdo por gradiente, quando a composicao da fase moével varia durante
a analise e é composta por 2 a 4 eluentes. Este tipo de separacao diminui os
tempos de retencdo, forma picos mais nitidos e separa analitos mais
complexos.

Um computador controla toda a operacdao durante as analises por HPLC sendo a
Unica intervencdo manual, a coloca¢do das amostras no tabuleiro. Além desta
automatizacao de todo o processo, a HPLC é caraterizada pelo uso de bombas de alta
pressdo para uma separacdo mais rapida, colunas reutilizaveis e mais efetivas, maior
separacao e melhor controlo do processo para se obter resultados precisos e reprodutiveis
[31].

1.6. Avaliacdo da presencga de contaminantes

A avaliacdo da seguranca alimentar é crucial para se evitar situacdes de perigo para
a saude humana ou até problemas de satde publica. Esta avaliagdo segue regras e avalia
diversos perigos, tais como os apresentados na Tabela 1.2. Apesar de ndo existirem regras

nem protocolos especificos para os subprodutos agricolas como € o caso das podas dos
I ——
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mirtilos a avaliacdo da presenca de contaminantes deve ser realizada para que se possa
fazer uma aplicagdo segura destes mesmos subprodutos quer na alimentacdo, cosmética,
etc.

Ao longo de toda a cadeia, a avaliacdo dos perigos deve ser assegurada atraves de
controlo adequado ao longo da mesma, garantindo assim todos 0s processos de
intervencado preventiva em relacdo aos potenciais perigos que podem ocorrer em qualquer
etapa. Sao trés os tipos de perigos potenciais, os Perigos Bioldgicos, 0s Perigos Quimicos
e os Perigos Fisicos. Na tabela 1.2 pode-se ver quais 0s perigos associados aos alimentos
(bioldgicos, quimicos e fisicos) e que podem ser reservatorios ou veiculos de varios

perigos que coloquem em risco a saude publica [32].

Tabela 1.2 Perigos associados aos alimentos (321

Risco ) Bactérias patogénicas formadoras de esporos e nao
L. Parasitas
Bioldgico esporuladas
Substancias ] Residuos
o . Residuos .
Aditivos proibidas o quimicos
) ] veterinarios _
_ alimentares (metais . (tintas de
Risco o (antibidticos, |
. alergénicos | (conservantes, | pesados: _ impressao,
Quimico ) estimulantes o
coadjuvantes chumbo, ’ pesticidas,
e
de fabricacéo) cadmio, ) fluidos de
crescimento) )
etc..) limpeza)
Risco Caroco de ] Metais e Pedras e
: Osso Vidro _ _
Fisico fruta Plasticos madeira

Os residuos provenientes da agricultura poderdo ser fontes de polui¢do ambiental
caso nao lhes seja dado um destino adequado, ou poderao ser fontes de contaminacdo de
solos, agua ou mesmo do ar, com 0s consequentes efeitos nos ecossistemas e na saude
publica [32].

A utilizacdo destes residuos sem qualquer controlo pode ter efeitos negativos no
ambiente, se 0S mesmos apresentarem algum risco associado [32].

Os maiores riscos associados aos residuos agricolas estdo relacionados com a
presenca de concentragdes elevadas de nutrientes, contaminagdo de metais pesados,

pesticidas e outros compostos orgénicos [32].
I ——
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1.6.1. Pesticidas

Devido ao elevado aumento populacional a nivel mundial, é necessario usar certos
recursos que permitam que as culturas agricolas ndo sejam afetadas por pragas e que
possam ter um rdpido crescimento. Para tal sdo usadas substancias como os adubos, que
facilitam o crescimento das plantagdes e os pesticidas para as proteger das pragas [33].

Segundo a Comissdo Europeia um pesticida ¢ “algo que previne, destroi ou controla
um organismo nocivo (peste) ou doenca, ou protege as plantas ou produtos vegetais

durante a produgédo, armazenamento ¢ transporte” [34].

Classificacao de pesticidas

Os pesticidas podem ser divididos em dois tipos de classificacdo: guimica e por

alvo de acdo. A figura 1.10 apresenta a classificacdo dos pesticidas por alvo de acdo [33].

Atractivos
crescimen-

to

AGES

Repulsivos ~ Feromonas

Figura 1.10 Classificagdo dos pesticidas por alvo de agdo (adaptado de [33].

Dentro da classificacdo por alvo de acdo podemos encontrar 0s inseticidas, que séo
usados para combater pragas de insetos e de outros artropodes; os acaricidas que ajudam
a combater os acaros; os moluscidas, que sdo usados para combater caracois e lesmas, 0s
nematicidas, que combatem nematoides principalmente os que se alimentam de raizes; os

1
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rodenticidas que sdo usados para combater espécies roedoras; os algicidas tém por
objetivo controlar as algas e os fungicidas combatem o aparecimento de fungos [33,34].

Para além destes temos também os atrativos que atraem as pragas para algo
semelhante a uma armadilha; os bactericidas que ajudam no combate de microrganismos
nocivos; as feromonas que sdo produtos bioquimicos utilizados para interromper o
comportamento de acasalamento de insetos; os repulsivos que afastam as pragas de
insetos, como 0 mosquito, e algumas aves; os herbicidas que combatem as ervas daninhas
e outras plantas indesejaveis; os reguladores de crescimento que vao alterar o crescimento
da floracdo ou a taxa de reproducdo das plantas e os adjuvantes que sdo substancias
adicionadas a calda proporcionando determinadas propriedades [33].

Relativamente a classificacdo quimica os pesticidas podem ser agrupados de acordo
com os grupos funcionais que possuem. Entre os diversos grupos podemos encontrar os
seguintes [33]:

e Organoclorados;

e Organofosforados;
e Organossulfurados;
e Carbamatos;

e Formamidinas;

o Tiocianatos;

e Dinitrofendis;

e Organoestanicos;

e Piretrdides.

Pesticidas em Portugal

De acordo com o estudo efetuado pelo Instituto Nacional de Estatistica o grupo de
pesticidas mais vendido em Portugal entre 2015 e 2018 é o dos Fungicidas. (Figura 1.11)
[35].

1
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Figura 1.11. Venda de pesticidas entre 2015 e 2018

® Fungicida
= Herbicida

u Inseticida e
acaricida

Outros

Figura 1.12. Volume de vendas de pesticidas no ano de 2018

Analisando ambos os graficos das figuras 1.11 e 1.12 pode-se afirmar que no ano
de 2018 os fungicidas foram os pesticidas mais usados em Portugal, visto que representam
cerca de 54% do total de vendas. Ja os herbicidas representam apenas 24% das vendas
sendo que tém evidenciado uma taxa de crescimento de 2% face ao ano de 2015.
Relativamente aos inseticidas/acaricidas estes representam 8% to total de vendas no ano
de 2018 tendo-se verificado um decréscimo de 4% relativamente ao ano de 2017.

A tabela 1.3 apresentada as classificacfes por grupo de pesticidas, tendo em conta

as substancias ativas mais usadas em Portugal.

1
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Tabela 1.3 Classificagcdo dos pesticidas 33

Organofosforados

Derivados de

aniline

Derivados de

triazinicos

Tiacarbamatos

Derivados do acido

fenoxiacético

Derivados de

acetamida

Benzotiadiazole

Derivados de ureia

Azol

Cloropirifos

Dimetoato
Propanil
Metalaxil

Metribuzina
Atrazina

Terburilazina
Amitrol
Molinato

2,4-D
MCPA
Triclopir
Alacloro
S-metolacloro
Cimoxanil
Bentazona
Diruéo
Linurdo
Clortoluréo

Tebuconazol
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As substancias ativas descritas na tabela 1.3 sdo maioritariamente herbicidas,

fungicidas e por fim alguns inseticidas [33,34].

Riscos

Muito embora os pesticidas tém acdo benéfica sobre o controlo de pragas, eles

apresentam preocupacdes e danos a nivel ambiental visto que [33]:

e Contaminam o ar, agua, solo e alimentos, ja que os pesticidas podem sofrer
arrastamento devido ao vento, a lixiviacdo ou ao escoamento superficial;

e Risco para 0 Homem e animais domésticos quando expostos direta ou
indiretamente aos pesticidas, causando efeitos adversos no sistema imunitario e
endocrino dos seres Vivos;

o Aparecimento de outras pragas devido aos danos exercidos sobre a fauna aquando
da utilizacéo de pesticidas;

e Perda da eficacia dos pesticidas, uma vez que 0s insetos e as ervas daninhas se
tornam resistentes a estas substancias;

e Acumulacéo de residuos na cadeia alimentar, devido a substancia ativa e aos
respetivos produtos de degradacdo e de reacdo presentes nos produtos agricolas
apos aplicacdo de pesticidas;

e Diminuicéo da biodiversidade.

Um aspeto importante a ter em consideragdo nos pesticidas é o seu grau de
toxicidade que pode ser medido tendo em conta os efeitos que estes poderdo ter quando
sdo ingeridos e inalados, quando estdo em contacto com a pele e com os olhos. Também
podem-se manifestar a longo prazo quando o ser vivo estd exposto, de uma forma
continuada, a determinados pesticidas. Assim sendo estes poderao ter efeitos mais graves
podendo provocar cancro, anomalias genéticas, efeitos andmalos na reproducdo e
desenvolvimento de fetos e efeitos adversos no sistema nervoso [34].

De acordo com a caraterizacdo toxicologica torna-se necessario colocar essa
informagdo no rétulo identificativo substanciado produto comercial e também deverdo
estar escritas as frases de seguranca e de risco, de modo a assegurar um bom uso e

manuseamento dos produtos [33].

1
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1.6.2. Poluentes organicos
Poluentes Organicos Persistentes

Os Poluentes Organicos Persistentes (POP) sdo compostos organicos resistentes a
degradacdo quimica, fotolitica e bioldgica e tém uma origem essencialmente
antropogénica [36].

Em geral estes compostos possuem baixa solubilidade em agua, mas uma alta
solubilidade em lipidos o que, consequentemente provoca a sua acumulagdo nos tecidos
adiposos. A persisténcia diz respeito ao intervalo de tempo que um composto é capaz de
permanecer no ambiente antes de ser degradado noutros compostos mais simples. Esta
caracteristica, associada ao facto de serem altamente sollveis em lipidos, potencia a sua
perigosidade ao nivel da cadeia alimentar, e consequentemente, 0s riscos de exposicao
dos consumidores de topo, como é o caso do ser humano [36].

A Decisdo 19/13 do Conselho Diretivo da Organizacdo das Nac¢des Unidas para o
Ambiente aprovada pelo Governo em fevereiro de 1997, identificou doze POPs
prioritarios sendo eles o DDT (dicloro-difenil-tricloroetano), aldrina, dieldrina, endrina,
clordano, heptacloro, hexaclorobenzeno, mirex, toxafeno, dioxinas, furanos e
policlorobifenilos (PCB) [36].

Policlorobifenilos (PCB)

Os PCB representam um grupo de substancias quimicas que, devido as suas
propriedades dielétricas, possuiram uma vasta utilizacdo industrial durante os anos 80 e
eram essencialmente utilizados em equipamentos elétricos como transformadores e
condensadores [36].

Os PCB constituem uma familia de 209 compostos cuja estrutura consiste em anéis
de benzeno ligados em namero variavel. Estes anéis podem estar substituidos por &tomos
de cloro. A formula empirica dos PCB é C12H10Cln (figura 1.13), sendo que o valor de n

pode variar entre 1 e 10 [28].

1
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Figura 1.13 Estrutura molecular dos PCB 3¢

Estes compostos sdo de origem exclusivamente sintética, tendo a sua producao sido
iniciada nos EUA na 22 década do seculo XX. A sintese era realizada por cloracdo da
molécula de bifenilo utilizando cloro gasoso. A estrutura molecular dos PCB confere-lhes
um conjunto de propriedades fisico-quimicas muito particulares, tais como, a resisténcia
a altas temperaturas impedindo que inflamem com facilidade, sdo maus condutores
elétrico e apresentam uma elevada estabilidade quimica e térmica, sdo dificilmente
oxidaveis, entre outros [36].

Devido as suas carateristicas, os PCB apresentam uma enorme variedade de
aplicacdes industriais, comerciais e domésticas em todo mundo, nomeadamente em
material elétrico como reguladores de tensdo e interruptores, lubrificantes, dleos
industriais plasticos e produtos de borracha, entre outro tipo de aplicac6es [36].

Pelo facto dos PCB serem POP, eles podem caraterizar-se pela sua resisténcia a
degradacdo pelas vias quimica, fotolitica e bioldgica, caracteristicas que favorecem a
persisténcia destas substancias no ambiente durante muito tempo e o seu transporte para
longas distancias (bioacumulacdo). Os PCB apresentam ainda a capacidade para se
bioamplificar (acumulagdo progressiva ao longo da cadeia alimentar) em condicoes
ambientais especificas, podendo atingir concentragdes toxicoldgicas elevadas [36,37].

Atualmente, a libertacho de PCB para o ambiente pode ainda ocorrer,
nomeadamente através de situacGes de descargas indevidas de fluidos contendo PCB,
fugas de equipamentos elétricos, armazenamento irregular de residuos, entre outras [36].

Para alem doa efeitos nocivos dos PCB sobre o ambiente, a exposi¢cdo aos
compostos esta também associada a diversos problemas a nivel da sadde publica. A
absorcdo de PCB pelos seres vivos pode processar-se através da pele, por inalacéo e pela
cadeia alimentar, sendo esta Ultima a causa de contamina¢do mais comum. Dentro do
organismo, estes compostos sdo transportados através da corrente sanguinea para 0s

varios musculos e para o figado. Por serem altamente lipofilicos, os PCB tém tendéncia
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a depositar-se nos tecidos adiposos viscerais, onde vao estimular as enzimas do figado,
alterando a sua funcao [37].
Consoante a dosagem de exposic¢do, sdo esperados 0s seguintes efeitos [37]:
» 9 ppm: danos no sistema imunitario;
= 13 ppm: reducdo da quantidade de hormonas sexuais nos homens;

= 47 ppm: diminuicdo no crescimento infantil

A dose letal de PCB situa-se entre 0,5 g/kg e 11,3 g/kg de massa corporal [37].

1.6.3. Retardantes de chama

Os polimeros sintéticos, empregues nos mais variados bens de consumo, na
industria e também na construcdo civil, foram criados devido ao crescimento
populacional e o consequente aumento de novos produtos. A maioria destes polimeros é
constituida a base de derivados de petréleo, portanto sdao inflaméaveis, havendo assim a
necessidade de promover medidas que ajudem a retardar a propagacao das chamas.

Foram assim criados os retardantes de chamas pelos egipcios em 450 A.C, que
utilizavam alume para diminuir a inflamabilidade da madeira, e mais tarde em 200 A.C
foram os romanos que comegaram a utilizar o alume e o vinagre em mistura com 0 mesmo
objetivo [38].

Os retardantes de chama aumentam o tempo que um material leva para iniciar o seu
processo de combustdo ou tornam a propagacao da chama mais lenta, depois de ja se ter
iniciado a combustdo. Num incéndio, os polimeros com retardantes de chama devem
proporcionar intervalos de tempo maiores que possibilite escapar do fogo, menos geragéo
de calor e menos geragdo de mondxido de carbono. Estes compostos devem fornecer um
efeito duravel ao produto com a adigdo de pequenas quantidades, devem ser de facil
incorporacdo, nao ter efeitos corrosivos nos equipamentos de mistura e processamento,
ndo se decomporem ou reagirem com o polimero durante o processamento, entre outras
[39].

Atualmente existem 175 produtos quimicos classificados como retardantes de
chamas que se encontram divididos em 4 grandes grupos [38]:

a) Inorgéanicos (hidroxidos de aluminio, antimonio e estanho);
b) Organicos halogenados (clorados e bromados);

c) Organofosforados;
I ——
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d) A base de nitrogénio

Estes compostos tém o poder de retardar a propagacdo das chamas por meio de
acoes fisicas ou por a¢bes quimicas [38].

No caso das acOes fisicas, estes agem por meio de arrefecimento quando o0s
compostos libertam particulas de dgua ao serem expostos ao calor, ou pela formacéao de
uma camada protetora que envolve 0s materiais. Relativamente as a¢bes quimicas, na
presenca de calor, os retardantes de chama reagem com o ar produzindo gases
incombustiveis que reduzem a quantidade de oxigénio que seria utilizado pela combustao
ou, ainda, inibem a combust&o ao reagir com os polimeros na fase solida, formando uma

camada protetora rica em carbono [38].

Retardantes de chama bromados

Estes retardantes de chama bromados (BFRs) estdo entre os mais usados no mundo
devido ao seu baixo custo, alta eficiéncia contra a propagacdo de chamas e formulas
adaptaveis a quase todos os polimeros [38].

Os BRFs podem ser divididos em 3 grandes subgrupos, dependendo do modo de
incorporacdo em polimeros [38]:

e Mondmeros (estirenos bromados e butadieno bromados);

e Reativos (tetrabromobisfenol A);

e Aditivos (bifenilos  polibromados, éter  difenilicos  polibromados,
hexabromociclododecano e tetrabromobisfenol A).

Os monomeros bromados sdo usados na producdo de polimeros bromados, os
reativos sdo ligados quimicamente ao polimero e os aditivos sdo apenas misturados aos
polimeros. Os aditivos sdo mais propensos a serem lixiviados para o ambiente [38].

Os retardantes de chama bromados, reativos e aditivos, ou seja, as bifenilos
polibromados (PBB), os éter difenilicos polibromados (PBDE), o tetrabromobisfenol A
(TBBP-A) e os isomeros de hexabromociclododecano (HBCD) devido a sua grande
producdo e uso tem atraido atencBes nos Ultimos anos. Estes retardantes de chama
bromados sdo de uma forma geral persistentes, lipofilicos e apresentam elevado potencial
para a bioacumulacdo, sendo prejudicais aos ecossistemas, e produzem grandes

quantidades de fumo de gases toxicos em incéndios [38].

1
MARIA INES TEIXEIRA 26



VALORIZACAO DE RESIDUOS DE BIOMASSA: AVALIAGAO DA POTENCIALIDADE DE APLICACAO A NOVOS PRODUTOS

Bifenilos polibromados (PBBs)

Na figura 1.14 esta representada a estrutura quimica dos (PBBs). A sua aplicacao
limitou-se a termoplasticos utilizados em equipamentos eletrénicos de uso doméstico e
industrial [38].

Br}: Er}r

Figura 1.14 Estrutura quimica genérica da Bifenilo Polibromado (PBB)

Estes compostos podem ter entre 1 a 10 4tomos de hidrogénio substituiveis por
bromo. A sua producdo comercial envolve um ndmero restrito de compostos onde apenas
42 congeneres de PBBs foram sintetizados em laboratdrio. Em termos comerciais existem
na forma de 3 misturas [38]:

a) Hexabromobifenil (HxBB)
b) Octabromobifenil (OBB)
c) Decabromobifenil (DBB)

Estes compostos foram identificados ao longo do tempo como responsaveis por
diversos problemas de contaminagdo ambiental e de salde publica. A absor¢cdo dos PBBs
pelos organismos ocorre de forma rapida e inversamente proporcional ao nimero de
bromos na molécula. Devido a sua carateristica de lipofilicidade as maiores concentragdes
sdo encontradas, principalmente, nos tecidos hepéaticos e adiposos. Os efeitos da
contaminacdo podem ir desde défice na funcdo neuromuscular, na atividade locomotora

e atraso no crescimento [38].

Eter difenilico polibromados (PBDE)

Os PBDEs (figura 1.15) foram produzidos principalmente na forma de 3 misturas:
Penta-BDE, octa-BDE e deca-BDE [38].

1
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Figura 1.15 Estrutura quimica genérica do éter difenilico polibromado (PBDE)

Devido as suas propriedades, os PBDES sdo resistentes a degradacao fisico-quimica
e bioldgica e, consequentemente apresentam alta persisténcia no ambiente. S&o lipofilicos
e hidrofébicos, podendo bioacumular e biomagnificar ao longo da cadeia trofica.
Apresentam toxicidade para os organismos e, devido a sua baixa pressdo de vapor, podem
ser transportados a longas distancias [38].

Os PBDEs ndo sdo quimicamente ligados aos polimeros, podendo entdo ser
separados da matriz polimérica durante algumas atividades como incineracdo de
componentes eletroeletronicos e bens de consumo, ou deposicdo de lixo eletronico e
transformadores em lixo comum, resultando na introdugéo desses compostos no ambiente
[38].

Uma vez no ambiente estes compostos podem ser encontrados em sedimentos ou
na biota. Os niveis mais elevados s&o normalmente encontrados em zonas industriais e
com maior densidade populacional [38].

Estes compostos sdo altamente toxicos para organismos tendo como provaveis
consequéncias a desregulacdo enddcrina, cancerigena e deficiéncia neuroldgica. Sendo
0s PBDEs muito semelhantes com as hormonas recetoras da tiroide, pode haver uma

competicdo entre eles e causar alteracdes ao nivel da tiroide [38].

1.7. Técnicas de extragdao de contaminantes

As amostras ambientais sdo complexas e alguns dos elementos podem interferir
com o0s compostos de interesse, por isso a etapa de extragdo deve permitir obter extratos
adequados de serem analisados O aparecimento de obstaculos nas analises, como a
presenca de compostos indesejaveis, promoveu o desenvolvimento de novas técnicas de

extracdo ja& que os métodos existentes ndo permitiam obter resultados satisfatorios ou
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eram caros, laboriosos ou dificeis de implementar. Os métodos de extracdo permitem que
compostos a estudar sejam separados da amostra em estudo e dos possiveis interferentes,
de forma a ser possivel a sua determinacdo. Os métodos de extracdo variam consoante a
matriz e, por isso, a sua escolha vai interferir no resultado final. Outro aspeto importante
a considerar na escolha do método de extracao é o seu custo assim como as suas vantagens
em termos ambientais. Os processos de extracdo tradicionais, como a extragdo liquido-
liquido (LLE), extracdo sélido-liquido (por exemplo, Soxhlet) e a extracdo em fase sélida
(SPE) utilizam uma elevada quantidade de solventes organicos e, por isso, Sa0 processos
muito dispendiosos e pouco amigos do ambiente. Neste trabalho serdo abordados o
método SPE (extracdo em fase sélida) e método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged, Safe).

1.7.1. QUEChERS

QUEChERS ¢ o acronimo para Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged e Safe, que,
por si so, representam as principais caracteristicas deste método, pois, é considerado
rapido, facil, de baixo custo, eficiente, robusto e seguro, criado inicialmente para a
detecdo de residuos de pesticidas em frutas e vegetais.

O método QUEChERS é um método que possibilita a extracdo e purificacdo dos
analitos utilizando um solvente organico, num meio com grande excesso de sais, que
possibilita a extracdo de compostos polares e ndo polares, pelo facto do adsorvente se
concentrar na matriz da amostra e ndo interagir com os analitos alvos, sendo esta uma das
suas maiores vantagens [48].

O primeiro passo deste método é a extracdo por particdo de uma amostra
homogeneizada e humedecida para um solvente organico, induzida por mistura de sais.
Alguns dos sais utilizados séo as misturas de sulfato de magnésio (exsicante), cloreto de
sodio, acetato de sodio, citrato e hidrogeno-citrato de sddio (tampdo pH). Os solventes
mais utilizados sdo acetona, acetato de etilo e acetonitrilo, no final é realizada uma
centrifugacgdo para que a extracdo possa ser concretizada [49].

O segundo passo da extracdo consiste numa de limpeza de impurezas o que faz com
gue seja um passo opcional e que depende da matriz da amostra e do método de analise.
Esta limpeza pode ser feita através de extragdo em fase sélida dispersiva (d-SPE). No
final pode-se realizar uma analise direta por métodos cromatograficos [48,49].

O Método QUEChERS apresenta algumas vantagens tais como:
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i.  Tratamento de amostra muito facil e rapido: o extrato final contém o analito
num solvente com boa flexibilidade para a andlise analitica e possivel
injecdo direta em cromatografia liquida. Para a anélise em cromatografia
gasosa € habitual acrescentar um passo de troca de solvente;

ii.  Elevada eficiéncia laboratorial por reducdo do tempo de preparacdo da
amostra, do volume de solventes e dos residuos gerados;

iii.  Elevada recuperacdo principalmente, de pesticidas;

iv.  Euma alternativa as extracdes tradicionais liquido-liquido e em fase solida;

v. Desenvolvida para analise de multiplos analitos: pesticidas, retardantes de
chama, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos) em diversas amostras
(frutos, vegetais e outros alimentos, solos). Em amostras contendo teores de
agua elevada (amostra com baixo teor de agua a eficiéncia da extracao pode

ser melhorada com a adicdo de agua).

Para que o método tenha o seu maximo de eficiéncia existem alguns pardmetros
que podem ser otimizados tais como o solvente de extracdo, o tempo de extracdo, o teor
de agua na amostra, a razdo amostra/solvente, os sais adicionados, a quantidade desses
mesmos sais adicionados, o pH e velocidade de agitacdo utilizada [50].

Trés versdes do método QUEChERS foram validados com sucesso em varios
laboratdrios através da AOAC Internacional e Comité Europeu para Padronizacdo e
laboratdrios de investigacdo. Na literatura estdo reportadas muitas versées modificadas
da abordagem QUEChERS adaptadas as necessidades do analito e amostras em estudo.
[41,42]

Este método é um dos estudados neste trabalho para a determinacdo de pesticidas e

outros contaminantes ambientais das podas dos mirtilos.

1.7.2. Extracao em fase sélida

A SPE (extragdo em fase solida) € utilizada principalmente para amostras liquidas,
e com a finalidade principal eliminar os interferentes e simultaneamente de concentrar a
amostra antes de seguirem para anélise por métodos cromatograficos [43].

Este processo foi desenvolvido com o objetivo de completar as lacunas
apresentadas pela extracdo liquido-liquido. Consiste em colocar a amostra numa coluna

onde se encontra uma fase solida compacta. Deste modo o analito é purificado e
|
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concentrado por eluicdo com um solvente apropriado. O processo de extracdo € dividido

em Vvarias etapas como se pode observar na Figura 1.16 [43].

1 2 3

[ |

Eluted
Interferences

Analyte —>

Figura 1.16 Descri¢éo do processo SPE 44

Os passos 2 e 3 retratam 0s processos que ocorrem na eluicdo dos interferentes,
onde os primeiros interferentes (triangulos preenchidos) ndo tém qualquer afinidade com
0 sélido e sdo separados de imediato, de seguida passa-se um solvente adequado pela
coluna para a separacéo de outro interferente (triangulos sem preenchimento) [43].

Por fim, no passo 4, utiliza-se o solvente que fara a elui¢do do analito pretendido
para posterior analise. Outro processo de extracdo utilizado é a eluicdo direta do analito,
as separacdes intermédias referidas no método anterior ndo existem, ficando todos os
interferentes retidos na coluna. O solvente que é utilizado é selecionado atendendo as
caracteristicas dos compostos a estudar sendo apenas esses a sofrer eluigéo [43 e 45]

A fase sélida do cartucho e o respetivo mecanismo de retencdo tém que ser
selecionados, tendo em conta 0 composto ou grupo que se pretende analisar, sendo
necessario avaliar a polaridade. Existem, portanto, cartuchos de fase normal, fase reversa
e de permuta ionica. A fase normal envolve adsorgdo do analito por uma superficie polar.
As interacfes podem ser pontes de hidrogénio, dipolo-dipolo e dipolo-dipolo induzido.
Contrariamente, a fase reversa envolve solutos organicos em solventes polares como é o
caso da agua em contacto com fases solidas apolares. O mecanismo de interacdo é nao
polar, onde estdo presentes forcas de Van der Waals [43]. A permuta idnica ocorre num
soluto orgénico no estado ionico presente num solvente polar ou apolar e um adsorvente
com a carga iénica contraria. A energia presente nestas ligacdes é elevada e permite que
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solutos polares sejam removidos com eficacia de solventes polares. Na Tabela 1.4 pode-

se observar as vantagens e desvantagens da extracdo em fase solida [44,45]

Tabela 1.4. Vantagens e desvantagens da extragéo em fase solida 43441

Vantagens Desvantagens

Menor consumo de solvente orgéanico Tempo elevado de anélise

N&o formacéo de emulsdes Altos custos dos cartuchos e dos dispositivos
comerciais com multivias

Facilidade de automacéo Dificuldade em selecionar o adsorvente
adequado para a aplicacdo desejada

Altas percentagens de recuperagéo do Cartuchos utilizados apenas uma vez

analito

Volumes reduzidos de residuos toxicos Baixa reprodutibilidade de lote para lote de
cartucho

Capacidade de aumentar seletivamentea  Para amostras muito contaminadas, pode

concentracdo do analito ocorrer passagem de impurezas

1.8. Métodos de identificacdo e quantificacdo de contaminantes

A cromatografia é o método analitico mais utilizado para a analise de pesticidas. E
uma técnica de separacdo e de identificacdo de diferentes compostos. Esta separagdo
depende do comportamento dos analitos entre a fase movel e a fase estacionaria. Para a
separagdo de grupos de compostos mais apolares o método mais utilizado é a
cromatografia gasosa (GC). Relativamente aos detetores, especificamente para 0s
pesticidas organofosforados e organoclorados os mais utilizados sdo o detetor de chama

fotométrica (FPD) e detetor de captura eletrénica (ECD), respetivamente.

1.8.1. Cromatografia Gasosa

A cromatografia gasosa é uma técnica de separacdo, onde 0s componentes da
amostra se separam entre duas fases, sendo uma a fase estacionaria e a outra a fase movel
gasosa. De acordo com o tipo de fase estacionaria, a cromatografia gasosa pode ser
classificada em cromatografia gas-sélido, em que a fase estacionaria é um solido, e gas-
liquido, sendo a fase estacionaria liquida [44]. Os principais constituintes de um sistema
cromatografico podem ser observados na Figura 1.17 [44].

1
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Temperatura controlada

Fonte de Sistema
gasde |H Injetor [{ Coluna | Detetor ||, de
arraste dados

Figura 1.17. Diagrama de um sistema de cromatografia gasosa [44]

A cromatografia gasosa, tal como todas as técnicas analiticas, apresenta vantagens
e desvantagens na sua utilizacdo. Algumas delas podem ser observadas na tabela 1.5.

Tabela 1.5 Vantagens e Desvantagens da Cromatografia Gasosa

Vantagens Desvantagens ‘
Rapidez de anélise Limitado a amostras volateis
Alta eficiéncia e resolugéo N&o é aconselhavel para amostras

instaveis termicamente

Alta sensibilidade Teécnica dificil de executar para amostras
solidas grandes

Alta precisdo Elevado custo do equipamento e
manutengéo

Pequeno volume de amostra

Gés de arraste

A fonte de géas de arraste fornece ao sistema o gas inerte que servira de fase mével.
Esse gas pode ser azoto ou hélio, sendo a escolha baseada nos principios de separagdo e
no custo associado a sua utilizacdo [44]. Outro gas que pode ser utilizado é o hidrogénio,
este apresenta-se mais eficiente do que os anteriores, contudo o seu custo elevado e 0 seu
maior risco de acidente excluem-no na grande maioria das situacdes [44].
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Injetor

O processo analitico inicia-se pela injecdo da amostra no injetor. A amostra é
introduzida no sistema cromatografico a uma temperatura elevada e controlada de forma
a garantir vaporizacdo da amostra. A injecdo da amostra pode ser feita manualmente ou
de forma autonoma com a utilizacdo de um injetor automatico (autosampler) [44].

Os modos de injecdo em cromatografia gasosa podem ser split ou splitless. Em
modo split, o volume recolhido pela agulha ndo entra totalmente para a coluna, parte do
analitico vai para uma outra corrente que nao a da coluna. Este método é utilizado quando
se trata de amostras muito concentradas que podem prejudicar a coluna capilar [44]. No

modo splitless o analito é totalmente injetado na coluna.

Coluna

Apbs a passagem pelo injetor a amostra entra na coluna e inicia-se a separacao dos
compostos de acordo com a afinidade com a fase estacionaria [46]. A coluna é o cerne de
todo o processo e esta inserida num forno que torna possivel a criacdo de rampas de
temperatura adequadas para os diferentes tipos de analise. Os dois tipos de colunas
utilizadas em GC sdo as compactadas e as capilares, com a caracteristica mutua de
poderem possuir a fase estacionaria nos estados liquido ou sélido. As primeiras colunas
a serem utilizadas foram as compactadas, no entanto, cerca de 80% das analises realizadas
hoje em dia utilizam as colunas capilares devido a alta eficiéncia, maior rapidez e maior

capacidade de separacdo de misturas complexas devido ao seu tamanho (até 100 m).

1.8.2. Cromatografia gasosa com detetor de Chama fotométrica (GC-FPD)

O detetor FPD (detetor de chama fotométrica) é utilizado para detetar compostos
de enxofre e fosforo, como por exemplo os OPP, que usam uma chama de difusdo de
hidrogénio para decompor e excitar os fragmentos deixados ap0s a combustdo desses
compostos para um estado eletrénico mais elevado. Estas espécies regressam ao seu
estado neutro e emitem espectros de bandas caracteristicas, que sdo entdo isolados por

um filtro e monitorizados por um detetor fotomultiplicador [45].
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1.8.3. Cromatografia gasosa com detetor de Captura de eletrdes (GC-ECD)

Como referenciado anteriormente na cromatografia gasosa as substancias volateis
sdo transportadas por um gas na coluna, interagindo com a fase estacionaria (sélida ou
liquida) que esta ligada a um material sélido.

O detetor ECD (detetor de captura de eletrdes) é utilizado na dete¢do de compostos
altamente eletronegativos, sendo seletivo para o grupo dos compostos halogenados.
Possui um emissor, que emite um eletrdo, causando a ionizacdo do gas transportador e
consequentemente, um aumento subito de eletrdes. Estes eletrdes provocam uma corrente
elétrica constante entre os dois elétrodos que constituem o detetor, na auséncia de
substancias ou espécies que possam captura-los [45].

Na presenca de compostos com grupos funcionais eletronegativos que capturam 0s
eletrdes, como os compostos halogenados, a intensidade da corrente elétrica diminui
bruscamente, permitindo assim a identificacdo de tais substancias.

A resposta do detetor surge num cromatograma em forma de picos ou bandas cujas
intensidades dependem da concentragdo da substancia e da sensibilidade do detetor [45].

A juncédo desses detetores com a cromatografia gasosa confere ao sistema uma
elevada sensibilidade e precisdo na analise de substancias volateis com concentragdes

vestigiais [45].
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Capitulo 2 Objetivos

Este projeto foi realizado no ambito da disciplina de dissertacdo de mestrado de
engenharia quimica do ramo de qualidade do Instituto Superior de Engenharia do Porto
(ISEP). Foi realizado no centro de investigacdo Grupo de Reagdo e Andlises Quimicas
(GRAQ) do ISEP que pertence ao Laboratorio Associado para a Quimica Verde da Rede
de Quimica e Tecnologia (LAQV/REQUIMTE).

O objetivo geral deste projeto foi determinar a potencialidade de utilizac&o de podas
de mirtilos em outros produtos como cosméticos e/ou alimentos.

Os objetivos mais especificos do projeto centram-se na preparacao de extratos com
recursos a técnicas verdes, nomeadamente extracdo convencional e extracdo assistida por
microondas, caraterizacdo dos extratos avaliando a bioatividade através de métodos
espectrofotométricos nomeadamente TPC, teor de flavonoides totais (TFC), FRAP,
ABTS e DPPH, identificacdo de compostos com bioatividade por cromatografia liquida
de alta eficiéncia, avaliacdo da seguranca quimica das podas analisando a presenca de

contaminantes por cromatografia gasosa.
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Capitulo 3 Materiais e Métodos

3.1. Reagentes

Os reagentes e padrdes usados durante o trabalho experimental encontram-se
listados a seguir:

e 2,2-azinobis (3-etilbenzotizolina-6-acido sulfénico)diamonio sal (ABTS, 97%,
Sigma-Aldrich);

e 2,2-Difenil-1-picrilhidrazil (DPPH, 99%, Fluka);

o 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ, 99%, Fluka);

e (¥)-6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromane-2-acido  carboxilico (Trolox, 97%,
Sigma-Aldrich);

e (+)- Catequina hidratada (>98%, Sigma-Aldrich);

e Acido cloridrico (Merck);

e Acido formico (>98%, Merck, Darmstadt);

e Acido galico monohidratado (GA, >98%, Fluka);

e Acetato de sodio tri-hidratado (99%, Panreac);

e Acetonitrilo (Carlo Erba, France)

e Carbonato de sodio anidro (Na2CO3, >99%, Sigma-Aldrich);

e Cleanups (Sigma aldrich);

e Cloreto de Aluminio (99,52%, Panreac);

e Cloreto de ferro (I11)-hexahidratado (>99%, Riedel-de Haen);

e Cloropirifos (Sigma-Aldrich);

e Cloropirifos metil (Sigma-Aldrich);

e Clorfenvinfos (Sigma-Aldrich);

e Dimetoato (Sigma-Aldrich);

e Dispersdo SPE (2mL, Fatty Sample, AOAC, Agilent Technologies);

e Etanol Absoluto (>99%, Fisher);

e Folin Ciocalteu’s (FC) (Sigma-Aldrich);

e Hidrdxido de sédio (>99%, Labkem);

e L(+)-Acido ascorbico (>99,7%, Riedel-de Haen);
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e Malatido (Sigma-Aldrich);

e Nitrato de sodio (99%, M&B);

e n-Hexano (Sigma-aldrich);

e Original QUEhERS Extract Tubes (Agilent Technologies);
e Persulfato de potassio (>99,5%, Sigma-aldrich);

e Paratido metil (Sigma-Aldrich);

Na tabela 3.1 apresenta-se a listagem de pesticidas, PCB e retardantes de chama

estudados.

Tabela 3.1 Lista de pesticidas, PCB e retardantes de chama

Famil Compos Estrutur Massa Ponto de Densida
ia tosp a Molecular ebulicdo de Toxicidade
quimica (g/ml) (°C) (g/cm3)
wHCH  CeHiCls 290,83 288 1,87 ClEESHIEERD (7
cancerigeno
HCB CeCls 284,78 322,2 2,049 Classificado B2:
cancerigeno
B-HCH  CeHeCle 290,83 60 1,89 RSO (223
cancerigeno
lindano | CeHeCls |~ 290,83 3234 Classificado B2:
cancerigeno
Classificacdo B2:
-HCH CsHsCls 290,83 - 1,87 cancerigeno
aldrina | CioHeCls 364,91 145 1,6 Classificacdo B2:
cancerigeno
IS - - -
Endosulf | Cs1HsON;
OCP %01 S 733,1 - - -
PPE  CuHsCle 318,03 336
Dieldrin | Ci2HsCls 380,01 330 1,75 CIaSS|f|ca}(;ao B2:
a o] cancerigeno
7 C12HgCls Classificacdo D: N&o
Endrina 0 380,91 1,7 cancerigeno
Endosulf i i i i )
doll
p.p’- Classificacéo B2:
DDD C14H10Cly 320,04 193 1,38 cancerigeno
DDT  CuHiCls = 35449 260 0,99 Classificado B2:
cancerigeno
Metoxicl = CisH15Cl3 345,65 346 141 CIaSS|f|ca,ga0 B2:
oro (o)} cancerigeno
Bifentrin | Ca3H2.Cl
a F0, 4229 - 1,2 -
Cialotrin ~ Ca3H1oCl ) Classificacdo Grupo D:
. a FsNO; 4kl Sl e Né&o cancerigeno
PIFeLr - bermetri | CauClaHs 1,19 -
Oides na 00s 391,3 220 127 -
o Classificacéo:
Ciflutrin - Cz2hsCl, 434,3 - 1,34 provavelmente nio é
a FNO3 .
cancerigeno
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. Classificagdo Grupo C:
Cipermet | Cz2H1sCl, 416,3 - 1,25 possivelmente
rina NO3 .
cancerigeno
Classificagdo Grupo E:
Fenvaler | CasMzCl | 4199 395-537 1,17 Evidéncia de ndo
ate NO3 p
cancerigeno
Deltamet = CyHi9Br
rina 2NO3 505,2 i i )
Dimetoat CsH12N -
o 03PS2 229,26 117 1,30
Cloropirf -
C9H11ClI
0s- 3NO3PS 350,59 42 1,40
metilo
Paratido- C10H14 -
OPP metilo NO5PS 2 .
n C10H19 156-157 a -
Malatido 06PS?2 330,35 0.7 mmHg 1,23
Cloropiri = C9H11Cl -
fos 3NO3PS 350,59 42 1,40
Clorofen | C12H14 -
vinfos | CI304P 359,56 i 0
BDE 28 C12H7Br3 406,89 _ _ Cla55|f|ca}(;ao B2:
O cancerigeno
BDE 47 C12H6Brs 48579 - - CIaSS|f|ca}gao B2:
@) cancerigeno
Ci12HsBrs - - Classificacdo B2:
(F;aert]?g RS 0 S cancerigeno
sde BDE 99 C12HsBrs 564.7 - - CIaSS|f|ca}<;ao B2:
cham O] cancerigeno
a BDE 154 Ci12H4Brg 643.6 - - CIaSS|f|ca}gao B2:
O cancerigeno
BDE 153 C12H4Brs 643.6 - - CIaSS|f|ceE(;ao B2:
O cancerigeno
BDE 183 Ci12H3Bry 7225 - - Classmca}gao B2:
O cancerigeno
PCB28 = CiHiCls 257,5 ; - Classificagdo B2:
cancerigeno
PCB118 CuHsCls 3264 - - ClEEEHERE0 (223
cancerigeno
- - Classificacdo B2:
PCB | PCB 101 | Ci2HsCls 326,4 cancerigeno
PCB153 CuH.Cle 3609 - - ClRESTIEEED B
cancerigeno
- - Classificacdo B2:
PCB 180 | Ci2HsCly 395,3 cancerigeno
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3.2. Preparagdo das amostras

As podas de mirtilos utilizadas no presente trabalho foram gentilmente fornecidas
pela empresa Mirtiddo, LDA (Povolide, Viseu, Portugal) e correspondem as podas do ano
de 2019 e 2020 tendo sido selecionadas de forma aleatéria. As variedades fornecidas
foram a Duke e a Bluecrop. A variedade Duke possue um periodo de maturacdo precoce,
de meados de Maio, apesar de ter uma floracéo tardia. E uma variedade conhecida pela
sua elevada produtividade de frutos de tamanho grande. A variedade Bluecrop é
geralmente colhida em meados de Junho, e sdo plantas extremamente resistentes, e 0 seu
fruto é de tamanho médio.

As amostras foram cortadas em tamanhos mais pequenos (cerca de 5 cm, Figura

3.1.) de forma a serem moidas (Figura 3.2.) e posteriormente peneiradas (Figura 3.3.).

Figura 3.1. Corte dos ramos de podas (variedade Duke)

Durante a etapa de peneiracdo separou-se diversos tamanhos, mas a fracéo obtida

entre 710 um - 1mm foi a utilizada nos ensaios experimentais.

Figura 3.2. Moinho (Retsch ZM200)
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|

Figura 3.3. Peneiro (Retsch AS200)

3.3. Meétodos de extracdo de compostos fendlicos
3.3.1. Extracéo Convencional

O método de extracdo convencional foi realizado de igual forma para ambas as
variedades de podas, em duplicado, de acordo com o procedimento previamente descrito
por Moreira et al [46]. Para isso, usou-se 0,5 g de amostra com 20,0 mL de etanol 50%
que foi colocado num banho (OVAW BSC127 E) a 55°C em agitacao (100 rpm) durante
2 horas. Apos isso, as amostras foram centrifugadas (Thermo Electron LED GmbH Am
Kalkberg 37520 Osterode am Harz) durante 20 min a 4000 rpm para que o residuo sélido
sedimentasse. De seguida, recolheu-se o sobrenadante que foi colocado em eppendorfs e

armazenados a -20°C para posterior analise.

3.3.2. Extracao Assistida por Microondas

A MAE (CEM Corporation 3100 Smith Farm Road Mattews, NC 28105-5044) foi
realizada de acordo com o procedimento descrito por Moreira et al. [46]. Para tal, usou-
se 0,1g de amostra que foram extraidas com 20,0 mL de etanol 50%. Cada amostra foi
extraida em duplicado com agitacdo e num dos vasos, denominado de vaso de controlo
(Figura 3.4.), foi colocado as sondas de temperatura e de pressdo para controlar os
parametros de extracdo abaixo descritos:

e Poténcia: 1200 w;
e Rampa de temperatura: 20 min (esta reflete o tempo que se demora a atingir
a temperatura de extracdo desejada);
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e Temperatura de extracdo: 100°C que foi mantida durante 20 min;
e Pressdo maxima permitida: 200 psi;

e Agitacdo: 2 (média)

Figura 3.4. Vasos de extragdo microondas contendo as amostras, evidenciando-se o vaso de controlo contendo as
sondas de temperatura e de pressdo

3.4. Meétodos espectrofotométricos para a determinagdo do teor de
polifendis e atividade antioxidante

3.4.1. Determinacédo do Teor de Polifenois Totais (TPC)

A solucéo de reacdo consistiu em 25 pL de agua ultrapura (branco) ou solucéo
padrdo (acido galico) ou amostra, 75 pL de dgua ultrapura e 25 pL de reagente FC (1:1).
Depois de 6 minutos no escuro, adicionou-se 100 pL de carbonato de sodio (75 g/L) a
cada pogo. A microplaca foi colocada ao abrigo da luz durante 90 minutos, e ao fim deste
tempo foi medida a absorvancia a 760 nm num leitor de microplacas (Multi Mode
Microplate Reader (leitor de placas LP), Bioteck, SynergyTM HT W/TRF (Model
Number SIAFRT; Serial Number: 267577)). A curva de calibracdo foi preparada usando
0 padrdo de acido galico e os resultados foram expressos em mg de equivalentes acido
galico/g de amostra seca (mg GAE/g dw). Todas as andlises foram realizadas em

triplicado.
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3.4.2. Determinacao do Teor de Flavonoides Totais (TFC)

O ensaio foi realizado de acordo com o procedimento descrito por Moreira et al.
[49]. O procedimento consiste em adicionar a cada po¢o da microplaca 100 pL de dgua
ultrapura, 10 pL de solucdo de nitrato de sddio (50g/L), e 25 pL de agua ultrapura
(branco) ou solucdo padrdo (catequina) ou amostra. Depois de 5 minutos no escuro,
adicionou-se 15 pL de cloreto de aluminio (100g/L), e depois de mais 1 minuto no escuro
adicionou-se 50 pL de hidréxido de sodio (1 mol/L). A microplaca foi colocada ao abrigo
da luz durante 10 minutos, e introduziu-se a microplaca para ser lida a sua absorvancia a
510 nm ap6s submetida a uma agitacdo média durante 10 segundos. A catequina foi usada
como solucdo padrdo e os resultados foram expressos em mg de equivalente de

catequina/g de amostra seca (mg CE/g dw). As analises foram realizadas em triplicado.

3.4.3. Determinacao do Poder Redutor pelo método FRAP

O ensaio original foi desenvolvido por Benzi and Strain [50], tendo sido adaptado
para este tipo de amostras tal como descrito em detalhe por Moreira et al. [49]. O reagente
FRAP foi preparado usando uma mistura de padrédo acetato (pH 3,6; 300 mmol/L), TPTZ
(2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine; 40 mmol/L) em solucdo de HCI (40 mmol/L) e
FeCl3.6H20 (20 mmol/L) numa proporc¢éo de 10:1:1, respetivamente.

Para a analise adicionou-se 180 pL de reagente FRAP aos pocos da microplaca
juntamente com 20 pL de agua ultrapura (branco) ou solucdo padrdo ou amostra. A
absorvancia foi lida a 593 nm no leitor de placas depois de um periodo de encubacdo a
37°C durante 10 minutos. A curva de calibracdo foi preparada com acido ascérbico. Os
resultados foram expressos em mg de equivalentes de &cido ascArbico/g de amostra seca

(mg AAE/g dw). Todas as anéalises foram realizadas em triplicado.

3.4.4. Determinacédo da Atividade Antioxidante pelo método DPPH

O procedimento do DPPH foi realizado de acordo com o protocolo descrito por
Moreira et al. [49].

Na analise adicionou-se 200 pL de solucdo etandlica de DPPH (0,1 mmol/L) a 25
pL de padrdo ou amostra. O branco contém 225 pL de etanol e como controlo usou-se
225 pL de reagente DPPH. A mistura incubou durante 30 minutos no escuro e foi
submetida a uma agitagéo a velocidade lenta durante 30 segundos. A absorvéancia foi lida
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a 517 nm. A curva de calibracdo foi obtida usando trolox. Os resultados foram expressos
em mg de equivalente de trolox/g de amostra seca (mg TE/g dw). As andlises foram
realizadas em triplicado.

3.4.5. Determinacao da Atividade Antioxidante pelo método ABTS

Através do método ABTS pode-se medir a atividade de compostos de natureza
hidrofilica e lipofilica. O radical ABTS" obteve-se através da reacdo de uma solucdo de
ATBS 7 mM (10 mL) com persulfato de potassio (2,45 mM) e a solucgdo resultante foi
incubada a temperatura ambiente e no escuro durante aproximadamente 16 h. Uma vez
formado o radical ATBS™ filtrou-se a solu¢do com filtro de nylon (0,22 um) e diluiu-se
em 100 mL de &gua ultrapura. Leu-se a sua absorvancia a 734 nm até se obter um valor
aproximado de 0,700. Conforme a necessidade de acerto foi-se adicionando agua ou
solugéo de ABTS.

Na analise adicionou-se 20 pL de agua ultrapura em todos os poc¢os da microplaca
incluindo no branco, padrdes e amostras. No caso do controlo adicionou-se 200 pL de
ABTS e 180 pL aos restantes pocos da microplaca. A solucéo incubou durante 6 minutos
no escuro e foi submetida a uma agitacdo a velocidade média durante 30 segundos. A
absorvancia foi lida a 734 nm. A curva de calibracdo foi obtida usando acido ascérbico.
Os resultados foram expressos em mg de equivalente de acido ascérbico/g de amostra

seca (mg AAE/g dw). As andlises foram realizadas em triplicado.

3.5. Determinagao do perfil fendlico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A identificacdo e quantificacdo dos polifendis nos extratos das podas de mirtilos foi
realizada por HPLC com detecédo de diodos (HPLC-DAD).

Os eluentes usados foram filtrados através de um filtro de nylon de 0,22 um sob
vacuo e desgaseificados num banho de ultrasons durante 15 minutos. As solugdes stock
dos padrdes foram preparadas em metanol a niveis de concentracdo de 2000 mg/L e
armazenadas a -20°C. Os padrdes de calibracdo foram dissolvidos numa mistura de
metanol:agua 50:50 (v/v) por dilui¢do da quantidade adequada da solucéo de stock. As
anélises do HPLC foram realizadas num sistema Shimadzu HPLC equipado com uma
coluna Phenomenex Gemini Cig (250 mm X 4,6 mm, 5 um) e uma pré-coluna com as
mesmas caracteristicas, que foi mantida a 25°C, utilizando o método descrito por Moreira
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et al. [48]. A fase movel é composta por (A) agua e (B) metanol ambos com 0,1% de
acido formico e foram aplicados nas seguintes proporc¢des e intervalos de tempo:

e 0-13 min: 20-26% B

e 13-18 min: 26,5% B

e 18-25min: 26,5-30% B

e 25-50 min: 30-45% B

e 50-60 min: 45-50% B

e 60-70 min: 50-55% B

e 70-90 min: 55-70% B

e 90-100 min: 70-100% B
seguido de 100% B durante 5 minutos e retorno a 20% B em 10 min e 5 min de
recondicionamento antes da inje¢do seguinte.

A identificacdo e quantificacdo dos compostos fenolicos nos extratos de podas de
mirtilos foi efetuada através da comparacdo do tempo de retencdo e dos espectros UV-
Vis dos picos detetados com os obtidos para os padrdes puros. Os espectros UV foram
registados num intervalo de 190-600 nm, e a quantificacéo foi feita a 280 nm, 320 nm e
360 nm dependendo do maximo de absor¢do de cada um dos padrdes. Na Tabela Al (em
anexo) encontram-se listados os padrbes de polifendis, assim como os seus limites de
detecdo e quantificacdo usados para a validagdo do método cromatogréafico. A quantidade
de compostos fendlicos individuais encontrados em cada extrato, resultante de injecdes

em triplicado, foi expressa em mg/100g de amostra seca.

3.6. Extragdo de pesticidas, PCBs e retardantes de chama de podas de mirtilos
3.6.1. QUEChERS

A realizacdo da extracdo por QUECHhERS permitiu extrair um total de 39
contaminantes (27 Pesticidas, 7 Retardantes de chama e 5 PCBs) nas amostras e
posteriormente, através de uma extracdo em fase solida dispersiva (d-SPE) foi realizada
uma limpeza do extrato permitindo eliminar outros interferentes. O QUEChERS utilizado
foi o denominado por Original e € composto por 4g de MgSOs e 1 g de NaCl e a limpeza
foi realizada utilizando um d-SPE composto por 150mg MgSQO4,50mg PSA, 50 mg C18
e 5 mg de carvdo. As amostras de podas de mirtilos foram previamente trituradas
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utilizando um moinho (Retsch ZM200). E peneiradas (Retsch AS200) de forma a separar
0s graos moidos por diversos tamanhos.

O procedimento realizado para a extragcdo por QUEChERS consistiu em pesar cerca
de 2 g de amostra (podas de mirtilos triturada com o tamanho <0,08mm) seguida da
adicdo de 10 mL de acetronitrilo; a mistura foi ao vortex durante 1 min e centrifugou-se
(4500 rpm, 5 min), adicionou-se posteriormente a0 QUEChERS Original. A mistura foi
novamente ao vortex durante 1 min e centrifugada (4500 rpm, 5 min). Apés a
centrifugacdo adicionou-se o sobrenadante a um tubo de 2 mL contendo d-SPE. Este
segundo passo (d-SPE) consiste na “limpeza” do extrato. A mistura incluida no tubo de 2
mL foi agitada 1 min no vortex e centrifugada (4500 rpm, 5 min).

Colocou-se 800 pL de sobrenadante num vial de vidro e levou-se a secar em fluxo
de nitrogénio. Redissolveu-se no mesmo volume de n-hexano e foi injetado
posteriormente no GC. As figuras 3.5 e 3.6 apresentam esquemas do procedimento
adotado para a extracdo de contaminantes e limpeza do extratos das amostras de podas de
mirtilos.

QuEchERS
Original

—

l

,,
11101
.

-
-

I
.

"

Figura 3.5 Esquema representativo do método QUEChERS (1%tapa da extragdo))
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/ Andlise GC

Figura 3.6. Esquema representativo do procedimento de limpeza ( d-SPE) (2%tapa da extragdo)

3.6.2. Anélise Cromatografica de pesticidas, POP e retardantes de chama

Como referido anteriormente os extratos obtidos ap0s a extracdo por QUEChERS

foram analisados por cromatografia gasosa.

3.6.2.1. Andlise de pesticidas, POP e retardantes de chama por cromatografia gasosa
com detetor de captura de eletrdes (GC-ECD)

Os compostos organicos halogenados (14 OCP, 7 BDE, 5 PCB e 7 PIR) foram
determinados com um cromatografo gasoso com um detetor de captura de eletrbes (GC-
ECD) (GC-2010, Shimadzu) equipado com uma coluna Zebron-5 MS de dimensdes 30 m
x 0.25um x 0.25 m. Foram utilizados dois programas com diferentes parametros. Um
programa (método 1) foi utilizado para a andlise de pesticidas 14 OCP e 7 PIR e outro
programa (método 2) para multiplos contaminantes 10 OCP, 7 BDE, 5 PCB e 7 PIR.

No primeiro programa (método 1) a temperatura inicial do forno foi programada
para comegar a 40°C, depois 30°C/min até 250°C durante 11 min, e por fim um aumento
de 10°C por minuto até 290°C durante 9 minutos. A injecdo foi realizada a 250°C em
modo splitless e a detecdo foi realizada a 300°C. O hélio foi usado com gas de arrasto
com um fluxo contante de 1,0 mL/min.

No segundo programa (método 2) a temperatura inicial do forno foi programada
para comegar a 40°C, depois 15°C/min até 120°C durante 1 min, seguida de um aumento
de 10°C até 150°C que durou 1 min, depois um aumento de 5°C/min até 180°C durante 1
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minuto, depois mais 5°C/min até 200°C durante um minuto e por fim um aumento de
5°C/min até 290°C durante 20 min.
A injecdo foi realizada a 250°C em modo splitless e a detecéo foi realizada a 300°C.

O hélio foi usado com gas de arrasto com um fluxo constante de 1,0 mL/min.

3.6.2.2. Analise de pesticidas organofosforados por Cromatografia Gasosa com
detetor de chama fotométrica

Os pesticidas organofosforados (OPP) foram analisados usando um cromatografo
Shimadzu GC-2010 acoplado com chama fotométrica com filtro de fosforo. A separagéo
foi realizada através de uma coluna Zebron-XLB de dimensdes 30 m x 0.25um x 0.25. O
programa de forno foi otimizado para separar os OPP da seguinte forma (método 3):
durante 1 minuto a 100°C, aumentando 20°C/min até 150°C e manteve-se por 1 minuto,
depois aumentou 2°C/min até 180°C durante mais 2 minutos e finalmente mais 20°C/min
até 270°C durante 1 minuto. A injecdo foi realizada a 250°C em modo splitless e a detecéo
foi realizada a 290°C. O hélio foi usado com géas de arrasto com um fluxo contante de
92,2kPa, 25,4 cm/s a uma velocidade linear e o fluxo da coluna a 1,0 L/min. Foi injetado

1uL de volume de amostra.

3.6.2.3. Validacé@o do metodo analitico

Preparou-se 7 padrdes (15, 25, 50, 75, 100, 125 e 150 ug/L) usando o extrato Duke
2020 pois, de acordo com os resultados obtidos pelos métodos colorimétricos era a
amostra mais promissora. Estes padres foram necessarios para a realizagdo da curva de
calibracdo e calculo dos parametros de validacdo analitica tais como o LOQ, LOD e
coeficientes de variacéo.

Quando um método € utilizado para determinar baixas concentra¢fes de um analito
numa amostra é necessario considerar dois limites analiticos: limite de detecéo (LOD) e
o limite de quantificacdo (LOQ).

O LOD é o teor minimo do analito que pode ser detetado numa amostra, com
determinado nivel de confianga. Através de uma calibracéo linear é possivel determinar

0 LOD utilizando a equacédo 3.6.2.1.

3,3 XSy /x

LOD = o

(3.6.2.1)
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Onde:
Syix corresponde ao desvio padrdo dos valores
b corresponde ao valor da ordenada na origem da reta de calibragao

O LOQ é a minima quantidade a partir da qual € possivel quantificar um analito,
com determinada exatiddo e precisdo. Através de uma calibragdo linear é possivel

determinar o LOQ utilizando a equagéo 3.6.2.2.

10 XSy/x

LOQ = —

(3.6.2.2)
Sendo:
Syix 0 desvio padrdo dos valores

b o valor da ordenada na origem da reta de calibracéo

Outro parametro importante a determinar foi o coeficiente de variacdo (CV) ou
variacdo de repetibilidade. A repetibilidade representa a precisao de um método efetuado
em condi¢des semelhantes, isto €, representa a precisdo para diferentes ensaios efetuados
para uma mesma amostra ou padrdo, nas mesmas condicdes. Este CV é dado pela equagédo
3.6.2.3.

CV (%) = 5; x 100 (3.6.2.3)

Sendo:
Sr: desvio padrao relativo
% = média dos resultados obtidos
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3.7. Analise estatistica

Todos os resultados foram expressos como média + desvio padrdo de trés réplicas.
A andlise estatistica foi realizada usando o software Graph Pad Prism, version 6. Para
avaliar as diferencas entre as amostras e entre as técnicas de extracdo usadas, a one-way
ANOVA foi usada. O teste de Tukey’s multiple comparisons foi usado para a comparagao
das médias, sendo que para p < 0.05 é considerado existir diferencas estatisticamente

significativas.
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Capitulo 4 Resultados e Discussao

4.1. Teor de polifendis e flavonoides totais

Na Figura 4.1 encontram-se representados os valores do TPC obtidos para as
variedades de podas de mirtilos Duke e Bluecrop nos anos de 2019 e 2020 para as duas
técnicas de extracdo testadas. Atraves da analise dos resultados obtidos € possivel
verificar que o extrato da variedade Duke 2019 preparado através da MAE apresenta um
teor de compostos fenolicos mais elevado (67,9 + 1,7 mg GAE/g dw). Por outro lado, de
todos os extratos analisados, a variedade Bluecrop 2019 obtida pela CE apresenta o TPC
mais baixo (52,1 £ 1,3 mg GAE/g dw).

De acordo com a pesquisa bibliogréfica ndo foram encontrados estudos cientificos
que reportassem a extracao de compostos fendlicos das podas dos mirtilos. Deste modo,
foi efetuada uma comparacdo dos teores obtidos com os reportados para as folhas de
mirtilo. Os valores de TPC s&o similares aos reportados por Wu H et al. [49]. Neste estudo
0s autores analisaram as folhas dos mirtilos de cultivos do sudeste da china, reportando
para a variedade Bluecrop um teor de 91,80 + 0,03 mg GAE/g dw e para a variedade Duke
de 78,71 £ 0,04 mg GAE/g dw. Apesar dos valores serem proximos, esta diferenca podera
estar relacionada com as condi¢fes de extracdo usadas por estes autores [49], em que
utilizaram a extragdo assistida por ultrassons durante 20 min e 10 mL de metanol
contendo 0,5% de acido férmico como solvente de extracdo. Acresce o facto de ndo serem
0 mesmo tipo de amostras (folhas e hastes das podas), colhidas em locais diferentes
(China e Portugal) com influéncia do clima e da natureza dos solos de cultivo e
possivelmente em periodos diferentes de maturacdo, contribuem para as diferencas
encontradas. Adicionalmente, efetuou-se uma comparagao dos valores de TPC obtidos no
presente estudo com os reportados na literatura para outro tipo de podas, nomeadamente
das vinhas [49]. Moreira et al. [45] reportaram um teor de 32,49 + 2,70 mg GAE/g dw
aplicando a extragéo subcritica com agua durante 40 min a 150°C. Este valor é cerca de
2 vezes inferior ao obtido no presente estudo por MAE, indicando que as podas de mirtilos
representam uma fonte natural de antioxidantes mais promissora.

Relativamente as diferencas obtidas entre as duas técnicas de extracdo testadas,
verificou-se que a MAE é mais eficiente que a CE uma vez que permitiu extrair maior
teor de compostos fenolicos. Estas diferencas poderdo ser explicadas com a sua maior

capacidade de destruir a ligacdo entre a parede celular e os polifendis facilitando deste
|
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modo a sua libertacdo [48]. Além disso, 0 uso de uma temperatura mais elevada por um
curto periodo de tempo pode também justificar os valores obtidos para a MAE. Deste
modo, a MAE parece ser a técnica de extragdo mais promissora para a recuperagdo de

compostos fenolicos das podas dos mirtilos.
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Figura 4.1. Teor de polifendis totais (TPC) obtido para as variedades Duke e Bluecrop para as extragdes convencional
(CE) e microondas (MAE); os resultados correspondem & média + desvio padrdo e estéo expressos em mg de
equivalentes dcido gdlico/g amostra seca (mg GAE/g dw). Barras com letras diferentes significa que existem

diferengas estatisticamente significativas (p<0,05).

Na Figura 4.2 encontram-se representados os valores do TFC obtidos para as
variedades Duke e Bluecrop nos anos de 2019 e 2020 para ambas as extracOes testadas.

Apbs a andlise dos resultados obtidos foi possivel verificar que a variedade
Bluecrop 2019 possui um TFC superior (56,0 = 2,4 mg GAg dw) as restantes amostras
analisadas. Por outro lado, o extrato da variedade Duke 2020 obtido através da CE possui
o0 teor mais baixo de flavonoides (38,9 + 1,6 mg GAg dw). De facto, tal como se verificou
anteriormente para o TPC, a MAE revelou-se mais eficiente na recuperacdo dos
compostos da familia dos flavonoides apresentando valores mais elevados
comparativamente a CE. No entanto, apesar de varios autores reportarem uma boa
correlacdo entre os valores obtidos para ambos os métodos espectrofotométricos [50], no
caso do presente trabalho a correlagio entre os valores foi baixa (r?=0.4146). Esta
diferenga podera estar relacionada com erros associados aos proprios metodos aplicados;

por exemplo, TPC é uma metodologia ndo especifica uma vez que o reagente de Folin-
I ——
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Ciocalteau reage com todas as espécies redutoras presentes na solucéo, o que podera em
parte justificar as diferencas obtidas.

Comparando os valores obtidos com os da literatura, verificou-se que Wu H et al.
[49] para a variedade Bluecrop obteve 96,60 + 0,64 mg RE/g dw e para a variedade Duke
obteve 56,28 + 018 mg RE/g dw. Tal como se verificou anteriormente para 0 metodo do
TPC, existe uma diferenca entre os dados do presente estudo e os reportados por estes
autores. Esta diferenca pode estar relacionada com o0s aspetos anteriormente apontados e
ainda pelo facto do método de extracdo utilizado por Wu H et al. [49], ser a extracdo
assistida por ultrassons, e também com o uso de uma solucdo padrdo de quantificacdo
diferente (rutina), sendo que neste trabalho utilizou-se a catequina.

Tal como comparado no método TPC, também neste caso se comparou 0s dados
com os reportados por Moreira et al. [45] para as podas de videiras. Neste estudo 0s
autores obtiveram um TFC de 10,07 + 0,94 mg CE/g dw aplicando o0 mesmo método de
extracdo mencionado anteriormente (extracao subcritica com agua, 40 min a 150°C). Este
valor é inferior ao obtido para as podas de mirtilos possivelmente devido ao diferente

método de extracdo usado indicando que, em termos de TFC, as podas de mirtilos

70,0

apresentam uma quantidade superior sendo assim mais promissora a sua aplicacao.
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Figura 4.2. Teor de flavonoides totais obtidos para as variedades Duke e Bluecrop para as extragdes convencional
(CE) e microondas (MAE); resultados correspondem a média + desvio padrdo e estdo expressos em mg de
equivalentes catequina /g amostra seca (mg EC/g dw). Barras com letras diferentes significa que existem diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05).
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4.2. Atividade antioxidante

Estd bem descrito na literatura que deve ser utilizado mais do que um ensaio para
avaliar a atividade antioxidante. Neste trabalho foram utilizados trés métodos in vitro
complementares. Neste caso, 0 método FRAP ¢é baseado na capacidade da amostra em
reduzir o ferro (é utilizado o mecanismo de transferéncia de eletrdo Unico), enquanto 0s
métodos DPPH* e ABTS*" envolvem a reducédo de um radical livre caracterizado por um
mecanismo baseado na transferéncia de tomo de hidrogénio. A vantagem de combinar
diferentes métodos para avaliar as propriedades antioxidantes esta no fato de que nem
todos os redutores de ferro sdo antioxidantes, e alguns antioxidantes ndo sao capazes de
reduzir o ferro.

Os resultados obtidos para a atividade antioxidante dos diferentes extratos de podas
de mirtilo determinada pelo método DPPH* encontram-se representados na Figura 4.3.
Analisando os valores obtidos verificou-se que a variedade Duke 2020 é a que apresenta
maior atividade antioxidante para ambas as técnicas de extracao testadas (71,0 + 1,0 e
92,2 + 5,0 mg TE/g dw para a CE e MAE, respetivamente). Por outro lado, a amostra
Bluecrop 2019 preparada pela CE foi a que revelou menor capacidade de reduzir o DPPH*
a hidroxina (60,1 + 0,5 mg TE/g dw).

Comparando os resultados obtidos com os descritos na literatura por Wu H et al.
[49] verifica-se que no presente estudo se obteve valores mais baixos. Para a reducdo do
radical DPPH, Wu H et al. [49] reportou para a variedade Bluecrop 14,0 £ 2.6 mg TE/g
dw e para a variedade Duke obteve 11.0 + 0.4 mg TE/g dw. Tal como ja foi anteriormente
referido, esta diferenca poderd estar relacionada com as diferencas nos métodos de
extracdo aplicados, assim como nas proprias condi¢fes de extracdo e também com a
origem das variedades que foram estudadas.

Em acordo com os resultados obtidos anteriormente para os métodos TPC e TFC,
também os extratos com maior atividade antioxidante foram os preparados recorrendo a
MAE. Estes dados permitiram confirmar mais uma vez que esta técnica é mais eficiente
para remover um maior teor de compostos com atividade antioxidante das podas dos
mirtilos comparativamente a CE.

Relativamente a correlacdo obtida entre os métodos do TPC e TFC com o0 método
DPPH?*, os valores de coeficiente de correlacdo foram de 0.9426 e 0.4567, respetivamente.
Estes dados indicam-nos que a maioria dos compostos que poderdo estar a contribuir para

a atividade antioxidante dos extratos ndo deverdo pertencer a familia dos flavonoides. No
I ——
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entanto, uma posterior analise do perfil fendlico por HPLC dos extratos das podas de
mirtilos permitira avaliar com maior rigor estes resultados.

Os resultados obtidos pelo método DPPH também foram comparados com 0s
resultados reportados por Moreira et al. [45] para as podas de videiras. Neste estudo, 0s
autores obtiveram um valor de 17,89 + 0.93 mg TE/g dw aplicando 0 mesmo método de
extracdo mencionado anteriormente (extracao subcritica com agua, 40 min a 150°C). Este
valor é inferior ao obtido para as podas de mirtilos indicando que estas serdo mais

promissoras no que respeita a atividade antioxidante comparativamente as podas das

videiras.
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Figura 4.3. Atividade antioxidante determinada pelo método DPPH’ para as variedades Duke e Bluecrop para as
extragées convencional (CE) e microondas (MAE); resultados correspondem a média * desvio padréo e estdo
expressos em mg Trolox equivalentes/g amostra seca (mg TE/g dw). Barras com letras diferentes significa que
existem diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Os resultados obtidos para 0 método ABTS*" encontram-se representados na Figura
4.4. Os valores obtidos variam entre 72,4 + 5,2 e 101 + 6 mg AAE/g dw correspondendo
as amostras de Bluecrop 2019 para CE e Duke 2019 para a MAE, respetivamente.

Uma comparacéo direta dos valores obtidos com os reportados por Wu H et al. [49]
para as folhas de mirtilos ndo é possivel de efetuar, uma vez que estes autores utilizaram
0 padrdo de trolox para exprimir os resultados. No entanto, estes autores [49] reportaram
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uma tendéncia contraria a do presente estudo, em que a variedade Bluecrop apresenta
uma capacidade para captar radicais ABTS ligeiramente superior a variedade Duke (314
+ 37 e 304 £ 22 umol TE/g DW, respetivamente).

Os dados obtidos permitiram verificar mais uma vez que os extratos de podas de
mirtilos obtidos por MAE foram mais eficientes a reduzir o radical ABTS**
comparativamente aos extratos obtidos pela CE. Além disso, verificou-se 0 mesmo tipo
de correlacdo que a reportada anteriormente para o0 método DPPH* entre os dados do TPC
vs ABTS** (r>=0.9362) e TFC vs ABTS*" (r>=0.5832) demonstrando, novamente, que a
maioria dos compostos que poderdo estar a contribuir para a atividade antioxidante dos

extratos das podas de mirtilo ndo deverao pertencer a familia dos flavonoides.
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Figura 4.4. Atividade antioxidante determinada pelo método ABTS ** para as variedades Duke e Bluecrop para as
extragées convencional (CE) e microondas (MAE); resultados correspondem a média * desvio padrdo e estdo
expressos em mg dcido ascorbico equivalentes/g amostra seca (mg AAE/g dw). Barras com letras diferentes significa
que existem diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Os resultados obtidos para o método FRAP encontram-se representados na Figura

4.5. De acordo com os dados obtidos verifica-se que o0 extrato com maior capacidade para
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reduzir o ferro é a variedade Bluecrop 2019 obtido por MAE (49,3 + 3,5 mg AAE/g dw).
Por outro lado, o extrato da variedade Duke 2020 obtida por CE é o que apresenta menor
atividade antioxidante determinada pelo método FRAP (36,4 + 2,3 mg AAE/g dw).

Wu H et al. [49] também determinaram a capacidade dos extratos de folhas de
mirtilos em reduzir o ferro. No entanto, néo € possivel efetuar uma comparacéo direta dos
valores obtidos com os do presente estudo uma vez que foram utilizados padrbes de
quantificacdo diferentes. Wu H et al. [49] reportou a mesma tendéncia que a obtida para
as podas de mirtilos com a variedade Bluecrop a exibir uma maior capacidade para reduzir
o ferro do que a variedade Duke (938 + 85 e 548 + 37 umol FEAC/g dw).

Tal como verificado para as metodologias anteriores aplicadas, os extratos obtidos
por MAE sdo os que apresentam valores de atividade antioxidante superiores, tendo-se
demonstrado mais uma vez a sua eficiéncia na recuperacdo de compostos fendlicos
comparativamente com a CE.

Os resultados obtidos pelo método FRAP também foram comparados com 0s
resultados reportados por Moreira et al. [45] para as podas de videiras. Neste estudo, 0s
autores obtiveram um valor de 40,65 + 2,18 mg AAE/g dw aplicando o0 mesmo método
de extracdo mencionado anteriormente (extracao subcritica com agua, 40 min a 150°C).
Este valor é inferior ao obtido para a variedade Bluecrop 2019 pelo método MAE mas
superior a variedade Duke 2020 através do método de CE. Esta diferenca pode ser
explicada pelo método de extracdo também diferente indicando que este método obtém

melhores resultados que o método de CE.
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Figura 4.5. Poder redutor pelo método FRAP para as variedades Duke e Bluecrop para as extragées convencional (CE)
e microondas (MAE), resultados correspondem a média * desvio padrdo e estdo expressos em mg dcido ascorbico
equivalentes/q amostra seca (mg AAE/g dw). Barras com letras diferentes significa que existem diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05).

Apesar de varios autores demonstrarem diferencas entre os anos de colheitas [51],
no presente trabalho nenhuma das variedades e nenhum dos anos de colheita das podas
destacou-se exibindo maiores teores de polifendis e flavonoides, assim como de atividade
antioxidante. As diferencas significativas foram obtidas para os extratos preparados pelas
diferentes técnicas de extracdo, CE ou MAE. Assim, de modo a permitir determinar quais
0s compostos responsaveis pelas propriedades determinadas, caracterizou-se o perfil
fendlico dos extratos das podas de mirtilos. Para isso selecionou-se uma das variedades,
Duke 2019, e identificou-se e quantificou-se por HPLC os compostos fendlicos que
contribuiram para as propriedades exibidas quer pelos extratos preparados recorrendo a
CE e a MAE.

4.3. Composicao fendlica determinada por HPLC-DAD
De forma a ser possivel identificar quais os compostos nas amostras de poda de

mirtilo que poderiam ser responsaveis pela atividade antioxidante anteriormente
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demonstrada, foi realizada uma analise por HPLC e obteve-se o cromatograma
apresentado na Figura 4.6 para a variedade Duke 2019.
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Figura 4.6 Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD a 280 nm para a) mistura de padrées de polifendis de
concentrag¢do 5 mg/L e b) extratos da variedade Duke 2019 obtidos por extrag¢éo convencional (linha preta) e por
extragdo assistida por microondas (linha rosa); identificagdo dos picos: (1) dcido gdlico, (2) dcido protocatéquico, (3)
(+)-catequina, (4) dcido clorogénico, (5) dcido vanilico, (6) dcido cafeico, (7) dcido siringico, (8) (-)-epicatequina, (9)
dcido p-cumadrico, (10) dcido trans-fertlico, (11) dcido sindpico, (12) naringina, (13) dcido 3,5-di-cafeiolquinico, (14)
quercetina-3-0-galactdsido, (15) rutina, (16) floredzina, (17) dcido eldgico, (18) dcido 3,4-di-O-cafeiolquinico; (19)
miricetina, (20) dcido cindmico, (21) kaempferol-3-O-glucdsido, (22) kaempferol-3-O-rutindsido, (23) naringenina,
(24) quercetina, (25) floretina, (26) tilirosideo, (27) kaempferol, (28) apigenina e (29) crisina.

Os principais compostos fendlicos individuais identificados e quantificados por
HPLC nos extratos das podas de mirtilo da variedade Duke 2019 obtidos por CE e MAE
encontram-se reportados na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1. Identificagdo e quantificagdo dos compostos fendlicos presentes nos extratos das podas de mirtilos
obtidos pela CE e MAE da variedade Duke 2019; os resultados encontram-se expressos como média + desvio padrdo

(mg composto/100 g amostra seca).

Duke 2019  Duke 2019
CE MAE
Acidos fenolicos

Acido galico 323+1,6 153 +8

Acido protocatéquico 67,2 + 3,4 258 + 13
Acido clorogénico 584+0,29 8,36 +0,42

Acido vanilico 188+ 9 582 + 29
Acido cafeico 1,48 +0,07 6,61+0,33

Acido siringico ND? 245 + 12
Acido p-cumarico 266+0,13 11,1+0,6
Acido ferdlico 0,48+0,02 0,51+0,03
Acido sinapico 0,53+0,03 3,44+0,17
Acido 3,5-di-cafeoilquinico 114+0,6  525+0,26

Acido elagico 163 +8 518 + 26
Acido 3,4-di-O-cafeoilquinico 258+1.3 84,4+42

Acido cinamico 0,34 + 0,02 ND
Total Acidos Fenolicos 499 1876
Flavonoides

Catequina 468 * 23 442 + 22

Epicatequina 447 + 22 900 £ 45
Naringina 18,1+09 217+0,11

Quercetin-3-O-galactosido 146 + 13 524 + 26
Rutina 211+11 83,0+4,2
Miricetina 39+0,2 15,1+0,8
Kaempferol-3-O-glucdsido 405+2,0 97,3+4,9
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Kaempferol-3-O-rutindsido 21,714 1105

Naringenina 0,20£0,01 2,74+0,14
Quercetina 13,8 £0,7 59,3+ 3,0
Tiliroside 0,88+0,04 3,01+0,15
Kaempferol 0,28+0,01 2,03+0,10

Total Flavonoides 1187 2241

Outros compostos

Floredzina 0,11+0,01 2,07+0,10
Floretina 0,08+0,00 5,33+0,27
Apigenina 0,48+0,02 1,44+0,07
Crisina 1,19+0,06 3,44+0,17

Total outros 1,86 12,5

Total Compostos Fendlicos 1688 4129

Como se pode verificar pela analise da Tabela 4.1 foram identificados e
quantificados diversos compostos fenolicos pertencentes a diferentes familias. De acordo
com os dados obtidos verificou-se que a familia dos flavonoides é a que apresenta maior
contribuigéo para o total de compostos identificados e quantificados em comparagdo com
a familia dos acidos fendlicos. Os acidos fendlicos, em particular os acidos vanilico e
elagico foram os compostos identificados em maior quantidade nas variedades Duke
2019. Para ambos os &cidos, a MAE permitiu recuperar maior quantidade destes
compostos que a EC. Relativamente aos compostos pertencente a subclasse dos
flavonoides, a catequina e a epicatequina foram os principais responsaveis pelo teor total
de flavonoides. No entanto, é de salientar o teor elevado obtido de epicatequina para a
MAE comparativamente ao obtido por CE (447 + 22 vs 900 + 45 mg/100 g dw,

respetivamente). Relativamente aos compostos presentes em menor quantidade, dentro
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da familia dos acidos fendlicos, destacou-se o acido cindmico que para a CE obteve um
valor de 0,34 = 0,02 mg/100 g dw e que no caso da MAE nem foi detetado.

No estudo realizado por Wu H et al. [50] foram identificados 23 compostos
fenolicos incluindo 9 acidos fenolicos e 13 flavonoides. Estes autores reportaram que 0S
compostos identificados em maior quantidade das amostras de mirtilos analisadas foram
o0 &cido cafeoilquinico, a quercetina e compostos de kaempferol glicosilados. Além de
estarmos a comparar tipos de amostras diferentes, as técnicas de extracdo para a
recuperacao dos compostos polifenolicos também foram diferentes o que podera justificar
as diferencas encontradas no perfil fendlico.

Os dados obtidos para as podas de mirtilo também foram comparados com 0s
reportados por Moreira et al. [49] para as podas de videiras. Neste trabalho, os autores
observaram que a classe dos acidos fenolicos foi o que apresentou maior contributo para
o total de compostos identificados sendo que o acido galico foi o que apresentou maior
concentracdo com valores entre 0s 527 + 26 e 1014 = 51 mg/100 g dw. Por outro lado, 0s
acidos 4-hidroxibenzdico, p-cumarico e cinamico foram o0s que apresentaram
concentragdes mais baixas. Mais uma vez esta diferenca de valores poderd estar
relacionada ndo s6 com as diferencas entre as amostras, mas também com o método de

extracdo aplicado (os autores usaram a extracdo subcritica com agua).
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4.4. |dentificagdo e quantificagao de pesticidas, PCBs e Retardantes de Chama nas
podas dos mirtilos

4.4.1. Identificacdo dos contaminantes apoés a analise de GC

Numa primeira abordagem foram testadas diferentes misturas de contaminantes por
GC-ECD e GC-FPD. A injecdo dos padrdes e das amostras e todo o procedimento foram
realizados de acordo com o procedimento apresentado anteriormente (secgéo 3.6.2.1), de
modo a manter a uniformidade entre todas as analises. Apos injecdo de um padréo de
concentragdo 25 pg/L obtiveram-se dois cromatogramas, um cromatograma obtido
utilizando o método 1 do GC-ECD onde estdo representados OCP e PIR e outro
cromatograma utilizando o método 2 onde se apresentam pesticidas OCP e PIR,
retardantes de chama e PCB. Apesar de os métodos apresentarem alguns compostos em
comum, os dois métodos foram estudados com o objetivo de ser avaliado o maior nimero
possivel de compostos em simultaneo e as analises feitas em duplicados em alguns
compostos. Os cromatogramas obtidos encontram-se nas figuras 4.7 e 4.8. Na figura 4.7
é possivel observar o cromatograma onde estéo representados 0s picos correspondentes a
injecdo de um padrdo misto de 25 pg/L de 11 OCP, 7 PIR, 7 retardantes de chama e 5
PCB. Na figura 4.8 apresenta-se o cromatograma relativo a injecdo de um padrao 25 pg/L
de 14 OCP e 9 Piretroides.
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Figura 4.7 Cromatograma de um padrdo de concentragdo 25 ug/L composto por Pesticidas (piretroides e OCP),
Retardantes de Chama e PCBs.
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Figura 4.8 Cromatograma de um padréo de concentrag¢éo 25 ug/L de Pesticidas (OCP e PIR )

Apos injecdo foram identificados 36 picos que correspondem aos compostos
apresentados na tabela 4.2 onde também se apresenta os tempos de retencdo dos

compostos.

Tabela 4.2. Identificagdo de OCP, Piretrdides, PCB e Retardantes de Chama com os respetivos tempos de retengéo

Tempos
Familia Compostos de <
retencao
(min)
a-HCH 9,459
HCB 9,565
3-HCH 9,845
OCP Lindano 10,160
¢-HCH 10,558
Aldrina 11,260
IS 11,888
Endosulfdo | 13,105
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p,p"-DDE 13,411

Dieldrina 13,853

Endrina 14,766

Endosulfao Il 15,215

p,p"-DDD 15,645

DDT 16,115

Metoxicloro 18,003

Bifentrina 19,768

Cialotrina 21,380

Permetrina | 23,179

Permetrina Il 23,492

Piretroides Ciflutrina 25,175

Cipermetrina 25,880

Fenvalerato | 28,444

Fenvalerato |1 29,081

Deltametrina 31,031

PCB 28 26,358

PCB 101 31,704

PCB’s PCB 118 34,287

PCB 153 34,856

PCB 180 38,548

BDE 28 34,392

BDE 47 38,974

BDE 100 42,158

Retardantes BDE 99 43.274
de Chama

BDE 154 46,444

BDE 153 48.976

BDE 183 58,223

Um padréo de 50 pg/L composto por 6 OPP foi injetado no GC-FPD nas condi¢Bes
anteriormente mencionadas (sec¢do 3.6.2.2) e foram identificados 6 picos como indicado

na figura 4.9 bem como os tempos de retencdo apresentados na tabela 4.3.
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Figura 4.9 Cromatograma referente a um padrédo composto por 6 pesticidas OPP.

Tabela 4.3 Tempos de retengdo dos pesticidas identificados

Tempo de retengao

Pesticidas
(min)
Dimetoato 10,1
Cloropirifos-metil 13,8
Paratidgo-metil 14,0
Malatido 16,7
Cloropirifos 17,0
Clorfenvinfos 20,1

4.4.2. Avaliacéao da presenca de contaminantes em podas de mirtilos

Os extratos obtidos apés a extragdo por QUEChERS foram todos analisados por
GC-ECD e GC-FPD pelos dois métodos cromatograficos. Os cromatogramas obtidos
foram avaliados qualitativamente por compara¢do com 0s cromatogramas dos padrbes
representados na secdo 4.4.1. A titulo de exemplo comparou-se o cromatograma da
amostra Bluecrop 2020 obtido por GC-ECD com o cromatograma de multiplos
contaminantes (OCP, PIR, PCB e retardantes de chama) com o padréo de 25 pg/L, que
se encontra representado na figura 4.10. Nesta figura € possivel verificar que nenhum dos
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picos da amostra corresponde aos picos dos compostos, concluindo assim que nao existe
correspondéncia. Foi possivel verificar que em nenhuma das amostras foram
identificados pesticidas OCP e PIR, PCB ou retardantes de chama. Apesar de ndo serem
detetados os OCP, PIR, PCB e retardantes de chama nas amostras de podas de mirtilo,
Fernandes et al [52] reporta a presenca de alguns desses compostos em podas de videiras.
Fernandes et al [52] identificou cinco compostos diferentes (>LOD) em diferentes
amostras de podas de videiras, nomeadamente aldrina, p,p'-DDE, a-HCH, PCB101 e
PCB28; no entanto, apenas a-HCH (5,85 £ 0,32-5,99 + 0,25 pg/kg) ¢ aldrina (2,44 £ 0,15
ng/kg) foram quantificados acima do LOQ. No presente trabalho, em algumas das
amostras estudadas também foram observados alguns picos correspondentes a alguns dos
compostos reportados no estudo de Fernandes et al. [52], nomeadamente BDE47,
BDE99, BDE154, PCB180, B-HCH e lindano, mas os seus niveis estavam abaixo do
LOD.
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Figura 4.10 Comparagdo entre cromatogramas do padréo de 25 ug/L composto por Retardantes de Chama, PCB, OCP
e Piretroides, (linha preta) e o extrato da amostra Bluecrop 2020 (linha roxa)

A mesma abordagem foi seguida comparando os cromatogramas obtidos por GC-
FPD do extrato de podas de mirtilo e o padrdo composto por 6 OPP. Na figura 4.11 é
possivel observar o cromatograma comparativo entre a amostra Bluecrop 2019 e os

pesticidas no padréo de 25 pg/L.
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Figura 4.11 Cromatograma comparativo entre pesticidas (linha preta) e a amostra Bluecrop 2019 (linha azul) com o
padrdo de 25 ug/L

Através da figura 4.11 é possivel identificar um pico na amostra (realcado a verde)
correspondente ao cloropirifos-metil sendo este o Unico composto identificado na amostra
Bluecrop 2019. Nas restantes amostras (Duke 2019 e 2020 e a Bluecrop 2020) n&o foram
detetados pesticidas. Apesar de ndo existir na literatura trabalhos de avaliacdo de
pesticidas organofosforados em podas de mirtilos, Fernandes et al. [52] detetou

cloropirifos em 3 amostras de outros frutos vermelhos, nomeadamente 0s morangos.

4.4.3. Validagdo do método analitico

Apos avaliacdo qualitativa da presenca de OPP por GC-FPD identificou-se um
pesticida (cloropirifos-metil) no tempo de retengdo (13.843 min) na amostra Bluecrop
2019 como referido anteriormente e por esse motivo foi necessario quantificar o
composto identificado. Para a quantificagcdo foram estudados varios parametros analiticos
como a linearidade, limites de detecdo e quantificacdo da metodologia analitica aplicada.

Para a avaliagdo da linearidade do método prepararam-se 7 padrdes preparados com
a matriz (2g de podas de mirtilos Duke 2020) e IS (TPP — Fosforo trifenil 2500ug/L) 1.13
pg/kg, 1.88 pg/kg, 3.75 pg/kg, 5.63 pg/kg, 7.50 pg/kg, 9.38 pg/kg, 11.25 pg/kg) usando
o0 extrato Duke 2020 de uma amostra isenta de pesticidas. Estes padrdes foram usados
para a elaboracdo da curva de calibracdo na matriz. A tabela 4.5 apresenta todos os

parametros analiticos estudados.
I ——
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Tabela 4.4 Paré@metros da curva de calibragdo na matriz.

) Cloropirifos-  Paratido- n o )
Dimetoato ) . Malatido Cloropirifos Clorfenvinfos
metil metil

Declive 306568 257912 214412 216960 243195 94839
Intercepcéo -379198 -154875 -245327 145943 -127223 -13076
correlacdo 0,9990 0,9990 0,9990 0,9800 0,9996 0,9990
Syix 54749 43374 47985 203962 32901 18732

LOD
0,54 0,50 0,67 2,82 0,41 0,59
8ug/kg)
LOQ(ug/kg) 1,79 1,68 2,24 9,40 1,35 1,98

Analisando os valores obtidos e apresentados na tabela 4.5 podemos concluir que o
método foi bastante preciso sendo que os valores de correlacdo se encontram coerentes

ou seja estdo muito préximos entre si e proximos de 1.

4.4.4. Quantificacdo dos pesticidas em amostras de podas de mirtilos

A partir dos dados da reta de calibracéo e a respetiva area do pico identificado na
amostra Bluecrop 2019 foi calculada a concentracdo de cloropirifos-metil na amostra. Na
tabela 4.6 é possivel observar a concentracdo em pug/kg de cloropirifos-metil na amostra
e os respetivos LOQ e LOD obtidos.

Tabela 4.5. Concentragdo de pesticidas presentes na amostra

Concentracéao LOD LOQ

Composto

(g/kg) (H/kg) (Hg/kg)
Dimetoato ND 0,54 1,79
Cloropilifos Metil (no
4,27 0,5 1,68
tempo de retencdo 13,411)

Paratido metil ND 0,67 2,24
Malatido ND 2,82 9,40
Clorofenvinfos ND 0,59 1,98
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ND — ndo detetado

Como é possivel verificar na tabela a concentracdo obtida para os cloropirifos-metil
foi de 4,27 pg/kg estando este valor acima do LOQ o que permitiu a sua quantificacéo
pelo método validado.

Segundo a Diretiva 2005/72/CE da Comisséo da Unido Europeia o limite maximo
de cloropirifos-metil nos mirtilos o limite é 0,01 mg/kg. Apesar de nédo existir legislacdo
para as amostras de podas de mirtilos em estudo, consultando a diretiva 2005/72/CE para
0 respetivo fruto o valor obtido para o cloropirifos-metil na nossa amostra foi de 0,0043
mg/kg, podemos assim concluir que este composto se encontra abaixo do valor maximo

estabelecido para o fruto.
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Capitulo 5 Concluséo e perspetivas de trabalho futuro

Os mirtilos s@o um fruto cuja producdo tem crescido mundialmente nos Gltimos
anos. Uma das consequéncias desta producdo é a quantidade de podas geradas apos a
época da colheita. Por isso, o grande desafio é encontrar solugcfes alternativas para a
aplicacdo das podas dos mirtilos, considerando ndo s6 o valor econémico, mas
principalmente ambiental. Deste modo, o principal objetivo do presente trabalho era
verificar a possibilidade de utilizar as podas de mirtilos para recuperar compostos
bioativos, nomeadamente polifendis. Adicionalmente, pretendeu-se determinar a
seguranga quimica dos extratos de podas de mirtilos, explorando o seu potencial para
aplicacdes na industria, tais como a cosmética e alimentar.

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstraram que ambas as técnicas de
extracdo (CE e MAE) sdo técnicas adequadas para a recuperacao de compostos bioativos
com propriedades antioxidantes das podas dos mirtilos. No entanto, das técnicas testadas
destacou-se a MAE como sendo a mais eficiente uma vez que permitiu obter teores de
polifendis e flavonoides totais, assim como atividade antioxidante superior
comparativamente aos extratos obtidos por CE. Dos extratos analisados, a variedade em
que se obteve um TPC superior foi a Duke 2019 (67,9 + 1,7 mg GAE/g dw), sendo que
para o TFC a variedade Bluecrop 2019 foi a que destacou (56,0 £ 2,4 mg CE/g dw).
Relativamente a atividade antioxidante dos extratos produzidos obtiveram-se resultados
diferentes em cada uma das metodologias aplicadas, sendo que para o método FRAP
destacou-se a amostra Bluecrop 2019 (49,3 + 3,5 mg AAE/g dw), no método DPPH" a
amostra Duke 2020 (92,2 + 5,0 mg TE/g dw) e no método ABTS"" a amostra Duke 2019
(101 £ 6 mg AAE/g dw).

Como se pode verificar dos extratos analisados ndo houve uma variedade ou época
de colheita que se destacasse comparativamente as restantes. No entanto, a variedade
Duke 2019 foi selecionada para se determinar quais 0s compostos fenélicos que estariam
a contribuir para as propriedades antioxidantes exibidas. A analise do perfil fendlico por
HPLC-DAD revelou que os acidos vanilico e elagico foram os compostos pertencentes a
familia dos acidos fendlicos que contribuiram maioritariamente para o teor de polifenois
identificado e quantificado nas podas dos mirtilos. Relativamente aos compostos
pertencentes a familia dos flavonoides, a catequina e a epicatequina foram os que

apresentaram maior concentragéo
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Na avaliacdo da presenca de contaminantes ndo foram identificados PCB,
retardantes de chama, pesticidas OCP e PIR por GC-ECD. No entanto analisando os OPP
por GC-FPD na amostra Bluecroop 2019, o cloropirifos-metil foi detetado e quantificado
(4,27 pg/kg). Apesar de nédo existir legislacdo aplicada as amostras em estudo, quando
comparado o valor obtido com a legislacéo europeia para frutos, a concentracéo obtida
encontra-se abaixo do valor méaximo estabelecido (0,01 mg/kg). Tendo em conta a
avaliacdo de contaminantes dos extratos de mirtilo em termos de pesticidas (OCP, OPP e
PIR), retardantes de chama bromados e PCBs, podemos concluir que os extratos sao
seguros e que poderdo ser aplicados em diferentes areas como nutracéutica, alimentar

e/ou farmacéutica.
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ANEXOS

1. Parametros cromatograficos para a quantificacdo individual dos compostos

fendlicos

Tabela A0.1 Dados das curvas de calibragdo usadas para a quantificagdo dos compostos fendlicos

Compriment Compostos m b LOD | LOQ R?
o de onda fenolicos (mg/L | (mg/L
) )
Acido galico 54220 |57.7 012 |04 1
Acido
o 32064 |1024.1 |0.104 |0.346 |1
protocatéquico
0.999
) 13826 | 3020.6 | 0.568 | 1.895
Catequina 9
Acido vanilico 27244 | -14445 10292 (0972 |1
Acido siringico 61262 | 2088.3 |0.165 |0.551 |1
0.999
_ _ 15117 |1175.1 |0.558 | 1.861
g Epicatequina 9
§ Naringina 36536 |1384.3 |0.095 |0.317 |1
Floridzina 47726 | 78.3 0.125 0416 |1
0.997
o _ 44947 | -30767 |3.096 | 10.319
Acido elagico 3
18344
L 24724 | 0.079 |0.263 |1
Acido cinamico 7
Naringenina 68101 |-2515.6 | 0.186 |0.619 |1
Floretina 71734 | 835 0.302 |1.007 |1
Crisina 88535 |-3130.7 | 0.226 [0.755 |1
Acido Clorogénico | 50102 |-2513 |0.227 |0.756 |1
11903 0.999
S . _ -7458.7 | 0.417 | 1.389
g Acido cafeico 9 9
AN
™ 14652 0.999
o . -33763 | 1.704 |5.681
Acido p-cumarico 0 1
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11305
o _ 1551.7 |10.096 |[0.319 |1
Acido ferdlico 1
10296
o -2051.2 | 0.167 | 0555 |1
Acido sinapico 0
Acido 3.5-di- 0.999
o 62289 |-11003 | 0.341 |1.138
cafeoilquinico 1
21495
-7893.6 | 0.204 | 0681 |1
Resveratrol 3
Acido 3,4-di-O-
) _ 28503 | 31.5 0.383 | 1.276 | 0.999
cafeoilquinico
Tiliroside 67386 |-1771.3 [ 0.198 |0.658 |1
e
S 10018 0.999
N o -7276.5 | 0.495 | 1.65
™ Apigenina 9 9
Quercetina-3-O-
o 50266 | 1185 0.12 0399 |1
galactosido
Quercetina-3-O- 12469
) ) -1003.2 | 0.072 [0.241 |1
glucopirandsido 9
Rutina 83207 |1936.9 [0.087 |0.289 |1
= 71396 | 37358. | 1.809 |[6.029 |0.999
3 Miricetina 4
™

Kaempferol-3-O-
o 30767 |-172.7 |0.266 [0.888 |1
glucédsido

Kaempferol-3-O-
36775 |369.2 |0.171 |0.57 1

rutinésido
Quercetina 68254 | -6404.8 |0.308 |1.026 |1
Kaempferol 77717 | -43474 10281 |[0935 |1
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