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REsumo

Neste trabalho foram estudadas as folhas e as sementes de duas espécies: Corylus
avellana L. (aveleira) e Juglans regia L. (nogueira). O trabalho teve por objectivo valorizar e
melhor caracterizar estas espécies produzidas em territério nacional: as sementes
(tradicionalmente designadas como frutos secos) porque sdo largamente consumidas a nivel
mundial e representam uma fonte de recursos econémicos para as regides onde séo
produzidas; as folhas, uma vez que sdo usadas em medicina tradicional.

Na fracgao lipidica das sementes foi avaliada a composicdo em acidos gordos (AG),
triacilgliceréis (TAG), fitosteréis, tocoferdis e tocotriendis. Os perfis de AG e de fitosterois
foram determinados por GC/FID permitindo identificar e quantificar 15 AG e 9 fitosterdis na
avela, e 18 AG e 9 fitosterodis na noz. O perfil de TAG foi analisado por HPLC/ELSD tendo
sido quantificados 11 TAG na aveld e 9 na noz. O perfil de tocoferéis e de tocotrienéis foi
avaliado por HPLC/DAD/FL, tendo sido desenvolvidas metodologias analiticas especificas,
de forma a permitir a quantificagdo simultanea de todos os isdmeros. Na avelad foram
identificados e quantificados 4 tocofer6is e 3 tocotrienéis, e na noz 4 tocoferdis e 1
tocotrienol.

As folhas de aveleira e de nogueira foram caracterizadas no que diz respeito ao perfil em
compostos fenodlicos. A identificacdo dos compostos foi feita por uma técnica de lon Trap
HPLC/DAD/ESI-MS/MS e a respectiva quantificacdo, nas varias amostras, por feita por
HPLC/DAD. Na folha de aveleira foram identificados 4 acidos fendélicos e 7 flavonéides (dois
dos quais apenas parcialmente identificados) enquanto que a de nogueira apresentou um
perfil constituido por 3 Aacidos fendlicos e 6 flavondides. No primeiro ano de estudos
procedeu-se a recolha mensal de amostras (entre Maio/Setembro) provenientes de cultivares
seleccionadas de ambas as espécies, visando avaliar a variagdo dos teores em compostos
fendlicos e definir qual o periodo correspondente a teores superiores dos referidos
compostos.

Parece ser ja facto incontroverso que numerosos factores, incluindo diferengas genéticas,
localizagdo geografica, factores climaticos e praticas agricolas, podem afectar a composigdo
quimica das plantas. Por esta razdo, o estudo efectuado incluiu amostras de diferentes
cultivares, obtidas durante trés anos consecutivos e provenientes de diferentes localiza¢des
geograficas. Relativamente a aveleira foram estudadas dezanove cultivares, num total de 79
amostras de frutos secos e 93 amostras de folhas. Relativamente a nogueira foram
estudadas nove cultivares, num total de 26 amostras de frutos secos e 34 amostras de
folhas. Para cada grupo de compostos, os dados obtidos foram submetidos a analise
estatistica multivariada de forma a avaliar a influéncia destes factores na composigéo
quimica das amostras.

Por ultimo, atendendo a que as avelas sdo frequentemente consumidas apés torrefacgao,
comparou-se a composicdo em AG (incluindo os AG ftrans), TAG, fitosteréis, tocoferdis e
tocotriendis de amostras de avelds cruas com a de amostras submetidas a diferentes
intensidades de torra. Esta fase do trabalho teve por objectivo avaliar a influéncia do
processamento térmico no valor nutricional da fracgdo lipidica das avelas.
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ABSTRACT

This work concerned the study of the leaves and seeds of two species produced in
Portugal: Corylus avellana L. (hazelnut) and Juglans regia L. (walnut). The seeds, usually
known as nuts, were studied because they are largely consumed and, in Portugal, they
represent a source of economic resources in the regions where they grow; the leaves,
because they are used in traditional medicine with several aims.

The fatty acid (FA), triacylglycerol, (TAG), phytosterol, tocopherol and tocotrienol
compositions of the seeds lipidic fraction were evaluated. The FA and phytosterols profiles
were determined by GC/FID, allowing the identification and quantification of 15 FA and 9
phytosterols in the hazelnut, and 18 FA and 9 phytosterols in the walnut. The TAG profile was
analyzed by HPLC/ELSD, allowing the quantification of 11 TAG in hazelnut and 9 in the
wainut. The tocopherol and tocotrienol profile was evaluated by HPLC/DAD/FL. Specific
analytical methodologies were developed allowing the simultaneous quantification of all
vitamers. 4 Tocopherols and 3 tocotrienols were identified and quantified in the hazelnut,
whereas 4 tocopherols and 1 tocotrienol were present in the walnut.

The leaves of both species were characterized in terms of its phenolic profile. The
identification of the compounds was performed by an lon Trap HPLC/DAD/ESI-MS/MS
technique and its quantification, in the several studied samples, was performed by
HPLC/DAD. This technique allowed the identification of 4 phenolic acids and 7 flavonoids
(two of which only partially identified) in the hazelnut leaf, whereas the walnut leaf presented
a profile consisting of 3 phenolic acids and 6 flavonoids. During the first year of studies,
samples of both species from selected cultivars were monthly collected (between
May/September) in order to evaluate the variations of the phenolic composition and to
establish the period that correspond to higher phenolic contents.

It is already well known that several factors, including genetic differences, geographical
origin, climatic factors and agricultural practices, can affect the chemical composition of
plants.

For this reason, samples of different cultivars, collected along three consecutive year crops,
from different geographical origins, were included in this study.

In the hazelnut evaluation, 19 cultivars, in a total of 79 samples of nuts and 93 samples of
leaves, were studied. Relatively to the walnut, the study included 9 cultivars, in a total of 26
nut samples and 34 leaf samples. For each group of compounds, the obtained data was
submitted to multivariate statistical analysis in order to evaluate the influence of these factors
in the chemical composition of the samples.

Finally, having in mind that hazelnuts are frequently consumed roasted, the FA (including
trans FA), TAG, phytosterol, tocopherol and tocotrienol composition of raw hazelnuts and
samples submitted to different roast intensities were compared. This part of the work was
carried out in order to evaluate the thermal processing influence in the nutritional value of the
lipidic fraction of hazelnuts.
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RESUMEE

L’objectif de ce travaille était de contribuer a une meilleure connaissance des graines et
des feuilles de deux espéces produites dans le territoire national: Corylus avellana L. (le
noisetier) et Junglans regia L. (le noyer). Les graines, dans ce cas traditionnellement
désignées comme fruits secs, parce elles sont largement consommées au niveau mondial et
représente une source de ressources économiques pour les populations portugaises de
plusieurs régions et les feuilles puisqu’ elles sont utilisées dans la médicine traditionnelle.

Dans la fraction lipidique des graines, nous avons évalué la composition en acides gras
(AG), triacylglycérols (TAG), phytostérols, tocophérols et tocotriénols. Les profils en AG et en
phytostérols ont été déterminés par GC/FID, permettant I'identification et la quantification de
15 AG et de 9 phytostérols dans la noisette, et de 18 AG et de 9 phytostérols dans la noix. Le
profil en TAG a été analysé par HPLC/ELSD; cette technique a permis l'identification de 11
TAG dans la noisette et 9 dans la noix. Pour la détermination du profil en tocophérols et
tocotriénols il a été nécessaire de développer des méthodologies analytiques spécifiques par
HPLC/DAD/FL qui ont permis la quantification simultanée de tous les isoméres. Dans les
noisettes, nous avons identifié et quantifié 4 tocophérols et 3 tocotriénols et, dans les noix, 4
tocophérols et 1 tocotriénol.

Les feuilles de noisetier et de noyer ont été caractérisées en ce qui concerne le profil en
composés phénoliques. L’identification des composés a été faite par une technique de lon
Trap HPLC/DAD/ESI-MS/MS et leur respective quantification a été faite par HPLC/DAD. Dans
le feuilles de noisetier, nous avons identifi€ 4 acides phénoliques et 7 flavonoides (deux
d’entre eux ont été partiellement identifiés) alors que le noyer a présenté un profil constitué
par 3 acides phénoliques et 6 flavonoides. Pour les deux espéces, dans la premiére année
de travaille, nous avons procédé a la récoite mensuelle d'échantillons (entre les mois de Mai
et de Septembre) qui provenaient de cultivars sélectionnées; cet étude visait a évaluer la
variation des teneurs en composés phénoliques et a définir quelle était la période
correspondante aux teneurs supérieures des composés reférés.

Il parait étre déja un fait incontroversé que de nombreux facteurs, incluant les différences
génétiques, la localisation géographique, les facteurs climatiques et les pratiques agricoles,
peuvent affecter la composition chimique des plantes. Pour cette raison, I'étude effectuée a
inclus des échantillons de différentes cultivars, obtenus pendant trois ans consécutifs et
provenant de différentes localisations géographiques.

En ce qui concerne le noisetier, nous avons étudié 19 cultivars dans un total de 79
échantilions de noisettes et 93 échantillons de feuilles. Pour le noyer, nous avons étudié 9
cultivars, dans un total de 26 échantillons de fruits secs et de 34 échantillons de feuilles. Pour
chaque groupe de composés, les données obtenues ont été soumises a une analyse
multivariée de forme a évaluer l'influence de ces facteurs dans la composition chimique des
échantillons.

Finalement, et étant donné que les noisettes sont frequemment consommées aprés la
torréfaction, nous avons comparé la composition de AG (incluant les AG trans), TAG,
phytostérols, tocophérols et tocotriénols d'échantillons de noisettes crues avec des
échantillons soumis a de différentes intensités de torréfaction. Cette phase de travail a eu
pour objectif évaluer linfluence du processus thermique dans la valeur nutritionnelle de la
fraction lipidique des noisettes.
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Refraction index

Resisténcia & Oxidac¢éo

Reversed Phase High Performance Liquid Chromatography

Retention time

Acido estearico
Scientific Comittee on Food
Standard deviation
Saturated fatty acids
Sholder

Stereospecific number
Solid-phase extraction
Tocoferol
Triacilglicerdis
Terc-butil-hidroquinona
Tocopherol Equivalents
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TFA Trifluoracetic acid

TLC Thin layer chromatography

Tobs T observado

TTR Tocotrienol

USDA United States Department of Agriculture
UTAD Universidade de Tras-os-Montes e Aito Douro
uv Ultravioleta

UV-Vis Ultravioleta / Visivel

viv Volume/volume

VLDL Very Low Density Lipoprotein

Nota: Na lista anterior constam termos em inglés uma vez que a abreviatura usada habitualmente

corresponde a designagéo por extenso em inglés.
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Enquadramento e objectivos do frabalho

|. CONSIDERAGCOES GERAIS

Tal como os restantes animais, o Homem, para obter os nutrientes de que necessita,
consome alimentos. Desde ha anos que a composi¢do dos alimentos suscita o interesse de
muitos investigadores. Alguns estudos tém por objectivo a sua caracterizagéo, outros tém por
intuito a melhoria da qualidade dos produtos, ou ainda, frequentemente avaliar a
autenticidade ou a seguranga alimentar. Por outro lado, varios estudos tém evidenciado que
a dieta pode estar relacionada com determinados riscos ou beneficios para a saude humana
tendo, nas ultimas décadas, sido langados varios conselhos e adverténcias por parte de
diversas entidades e organismos da area alimentar.

Numa andlise da populagdo mundial, ainda que superficial, podem observar-se grandes
diferengas no que diz respeito ao tipo de alimentos consumidos, diferengas estas que se
prendem com a localizagido geografica, as condigées socio-econdmicas, a disponibilidade e
facilidade em obter determinados alimentos e com as tradigbes culturais das diversas
populagdes.

A dieta Mediterranica caracteriza-se pelo consumo abundante de alimentos vegetais,
preferencialmente frescos ou minimamente processados (entre os quais se destacam os
frutos, legumes, cereais, grao e frutos secos'), azeite como principal fonte de gordura,
moderadas quantidades de lacticinios e peixe e um baixo consumo de carne (Parikh et al.,
2005). Multiplos estudos, clinicos e epidemiolégicos, tém associado a dieta Mediterranica a
diversos beneficios para a saude, principalmente no que diz respeito a prevengdo de
doengas cardiovasculares (DCV). Pacientes que aderiram a esta dieta mostraram uma
diminuigdo de peso, niveis inferiores de proteina-C reactiva, menor resisténcia a insulina,
decréscimo dos niveis de triacilglicer6is e de colesterol-LDL e aumento dos niveis de
colesterol-HLD (Parikh et al., 2005).

Como referido, os frutos secos sdo um componente importante da dieta mediterranica,
estando preconizada a sua inclusdo nas dietas consideradas saudaveis. A producgao
Europeia de frutos secos encontra-se concentrada na zona do Mediterraneo sendo, desde ha
séculos, uma cultura tradicional daquela regido (Comissdo das Comunidades Europeias,
2002).

Os frutos secos, na sua generalidade, sdo ricos em macro e micronutrientes, para além de
conterem varios constituintes bioactivos (Sabaté et al., 2000). Sao considerados alimentos
ricos em gordura, podendo apresentar teores variaveis de lipidos (por exemplo, desde cerca
de 48% nos pistachios até aproximadamente 74% nas macadamias).

1 A expressao "fruto seco” esta sujeita a duplo sentido. Em termos botanicos, as espécies em estudo fornecem frutos
secos, isto &, ndo carnudos e, nestes casos, nem sequer ediveis. Em linguagem popular o termo € por vezes aplicado a
qualquer semente grande e oleaginosa, encontrada dentro de uma casca.
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Nos Ultimos anos, com o acréscimo do nimero de casos de obesidade e das doengas que
Ihe estdo associadas, mas também por influéncia de um estereétipo de beleza associada a
silhuetas magras, assiste-se a uma tendéncia, quase obsessiva, em evitar alimentos ricos em
gordura. Consequentemente, poder-se-a verificar o decréscimo do consumo de frutos secos

e até mesmo a sua exclusido das dietas.

Portugal, pela sua localizagdo geografica e condi¢gbes edafo-climaticas dai resultantes,
bem como pelo uso de praticas especificas de agricultura que advém da nossa tradigdo e
cultura, é um pais de grande agrodiversidade. A utilizagéo de praticas transmitidas ao longo
de geragdes de agricultores, associada ao conhecimento, tecnologia e desenvolvimento que
caracterizam a época actual, pode ser um meio de obtengdo de produtos tipicos e de
elevada qualidade alimentar e, consequentemente, uma mais valia econémica para o pais. A
Nogueira (Juglans regia L.) e a Aveleira (Corylus avellana L.) sdo duas espécies cultivadas
na area de Tras-os-Montes e uma importante fonte de rendimento para as suas populagoes.
Segundo o relatério da Comissdo das Comunidades Europeias (SEC 797 de 2002), a
producéo de frutos secos desempenha um papel preponderante na protecgdo e manutengao
do balango ambiental, social e rural de muitas regides, constituindo um factor chave para a
sustentabilidade de véarias areas rurais e o seu desaparecimento poderd implicar
consequéncias significativamente negativas. A producdo de aveld e noz na Comunidade
Europeia, apesar de ocupar uma area consideravel, caracteriza-se pelos baixos niveis de
competitividade e reduzidas margens de lucro. No caso da avela, este fenomeno explica-se
sobretudo pela concorréncia da produgdo turca, com baixos custos de produgéo e,
consequentemente, muito competitiva a nivel dos pregos praticados. Relativamente a noz, a
concorréncia vem sobretudo dos EUA e da China, paises com a maior produgéo deste fruto
seco. Ao longo da década de 90 foram realizados investimentos significativos nestas culturas
através de fundos comunitarios. Em Portugal, cerca de 88% do investimento foi canalizado
para os campos de cultivo e os restantes 12% para assisténcia técnica (Comisséo das

Comunidades Europeias, 2002).

Para além das sementes ((nica parte edivel do fruto), ambas as espécies fornecem outros
produtos de grande interesse que n&o devem, por conseguinte, ser menosprezados. Refira-
se o caso das folhas utilizadas em medicina tradicional e do tronco, sobretudo o da nogueira,

cuja madeira € muito apreciada em marcenaria.

A utilizagdo de plantas, ou respectivas preparagdes, para a prevengdo ou cura de
doengas é conhecida desde os primérdios da histéria da Humanidade. E de facto longa a
historia da medicina tradicional, entrelagando-se com o acumular de conhecimentos,

transmitidos de geragdo em geragdo ao longo de milhares de anos. Segundo a OMS, a

medicina tradicional traduz-se no somatério dos conhecimentos, técnicas e praticas
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baseadas em teorias, crencgas e experiéncias indigenas de diferentes culturas, explicaveis ou
ndo, utilizadas na manutengdo da salde, assim como na prevengdo, diagnostico, melhoria
ou tratamento de doencas fisicas ou mentais (OMS, 2000).

Tal como atras referido para a dieta alimentar, também as praticas relacionadas com o
uso de fitoterapicos variam muito de regido para regido, uma vez que sofrem a influéncia de
factores como a cultura e a histéria dos povos, a natureza da flora disponivel e, muitas vezes
até, de factores religiosos. O uso de plantas medicinais &, portanto, recorrente nos cuidados
de saude primarios dos paises subdesenvolvidos ou em vias de desenvolvimento, uma vez
que séo economicamente mais acessiveis do que os produtos obtidos por sintese quimica.
No entanto, nas ultimas décadas tem-se assistido a um crescendo do consumo de plantas
medicinais nos chamados paises desenvolvidos. Com esta expansdo de popularidade,
assiste-se, simultaneamente, a uma crescente preocupagao, quer por parte do publico quer
das autoridades, relativamente a sua seguranga, eficacia e controlo de qualidade.

A escolha destas duas espécies como objecto de estudo desta dissertagdo resultou de
varios factores. De entre estes factores muito pesou o facto deste trabalho ter sido realizado
com o apoio financeiro concedido pelo Programa para o Desenvolvimento Educativo para
Portugal (PRODEP Ill) enquanto docente do Instituto Politécnico de Braganca. Aveleira e
nogueira sédo, de facto, duas espécies que podem ser encontradas com uma certa

frequéncia, entre outras atracgdes e encantos, no nordeste Transmontano.

Il. OBJECTIVOS

No seguimento do que foi referido, este trabalho teve por objectivo principal contribuir para
um melhor conhecimento de ambas as espécies, aveleira e nogueira, de modo a valorizar os
produtos delas obtidos e, de algum modo, contribuir para a sua divulgacao, incentivando o
pais a sua produgdo e consumo. Dois produtos foram alvo de principal enfoque: as folhas,
utilizadas na medicina tradicional, e as sementes, as Unicas partes ediveis, que com tanto
prazer degustamos. Sempre que possivel, e tendo em conta os dados disponiveis na
literatura, tentou-se encontrar uma relagdo entre cada um dos grupos de compostos
estudados e o seu possivel contributo benéfico para a saude .

Relativamente as folhas das espécies estudadas, procedeu-se ao estudo do seu perfil em
compostos fendlicos, uma vez que estdo descritas, para estes compostos, propriedades
antioxidantes a diversos niveis. A Farmacopeia Francesa (1989) preconiza a caracterizagio
quimica das folhas de nogueira através da detecgdo, por TLC, de dois derivados da
quercetina (quercetina 3-galactésido e quercetina 3-ramnésido), ndo tendo sido encontrada

0y

qualquer referéncia, em Farmacopeias, relativa a caracterizagdo das folhas de aveleira.
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Porém, uma vez que estes dois derivados da quercetina estdo amplamente distribuidos na
natureza, a detecg¢do da sua presenga em qualquer espécie nao nos parece suficiente para a
respectiva caracterizacdo. Desta forma, e tendo em conta que o estudo do perfil qualitativo e
quantitativo de acidos fendlicos e flavonéides foi ja aplicado ao controlo de qualidade de
varias plantas medicinais, neste trabalho procurou-se estabelecer uma metodologia de rotina
que permitisse tracar o perfil fenélico das folhas das espécies em estudo. Para tal, procurou-
se identificar o maior nimero de compostos tendo-se utilizado, com esta finalidade, uma
técnica de lon Trap HPLC/DAD/ESI-MS/MS. Todavia, sabendo de antem&o que a producéo
de compostos fenélicos pode ser influenciada por factores genéticos e ambientais, tais como
a cultivar, factores climaticos, praticas agricolas e tipo de solo, optamos por recolher
amostras de varias cultivares, ao longo de trés anos, abrangendo duas localizagbes
geograficas. Também para ambas as matrizes, durante o primeiro ano de estudos, procedeu-
se a recolhas de amostras mensais de modo a monitorizar a variagdo dos perfis destes
compostos e estabelecer 0s meses em que a colheita de folhas com finalidades medicinais,

isto &, com teores mais elevados de compostos fendélicos, seria a mais aconselhada.

Relativamente as sementes, avela e noz, pretendeu-se estudar a composigéo quimica da
fracgdo lipidica, nomeadamente em A&cidos gordos, triacilgliceréis, fitosterbis e
tococromandis. A determinacdo de acidos gordos, triacilgliceréis e fitosterdis baseou-se em
técnicas ja implementadas. Para a determinagdo de tocoferois e tocotrienéis, procedeu-se a
validacdo de metodologias especificas para cada uma das matrizes estudadas.

Com o trabalho desenvolvido e aqui apresentado pretendeu-se, ndo sé, contribuir para a
caracterizacdo da composicdo quimica das espécies em estudo, mas também avaliar a
influéncia dos factores genéticos e edafo-climaticos na composi¢do quimica dos parametros
estudados. Com este propédsito procedeu-se ao estudo de 79 amostras de avelds,
correspondentes a um total de 19 cultivares, 2 localizagbes geograficas e 3 anos
consecutivos de producdo, e de 36 amostras de nozes, correspondentes a um total de 9
cultivares, 2 localizagbes geograficas e 3 anos consecutivos de produgao.

Posteriormente, procedeu-se a analise estatistica dos resultados obtidos, de forma a
avaliar a influéncia da cultivar (factores genéticos), da localiza¢do geografica (factores edafo-
climaticos) e do ano de producéo (factores climaticos) na composigao da fracgéo lipidica.

Na sequéncia dos trabalhos desenvolvidos, e uma vez que a avelda é sobretudo
consumida apo6s processamento térmico, avaliou-se a influéncia do processo de torra na
composicdo da fracgdo lipidica das avelds, nomeadamente em &acidos gordos, incluindo os
isémeros trans, em triacilgliceréis, fitosteréis, tocoferéis e tocotriendis. Para tal, procedeu-se
a analise destes compostos em amostras de avelds cruas e de avelas submetidas a torras

com diferentes intensidades.




Enquadramento e objectivos do trabatho

Face ao enquadramento geral referido, apresentam-se entdo, e de forma resumida, os

objectivos desta dissertagédo:

- Contribuigdo para a caracterizagao quimica da aveleira (Corylus avellana L.) e da nogueira

(Juglans regia L.), nomeadamente no que respeita as folhas e sementes.

No caso das folhas:

- Estudo do perfil qualitativo em compostos fenélicos através da aplicagéo da técnica
de lon Trap HPLC/DAD/ESI-MS/MS;

- Estabelecimento de metodologias analiticas que possam ser aplicadas na elaboragéo
de eventuais processos de controlo de qualidade efou autenticidade envolvendo

estas espécies;

- Estudo sistematico de amostras de diferentes cultivares, provenientes do mesmo
campo e submetidas as mesmas praticas agricolas, recolhidas mensalmente (Maio —
Setembro) durante o primeiro ano de estudos, de forma a monitorizar as variagées da

composicdo em compostos fendlicos, quer em termos qualitativos quer quantitativos;

- Estudo sistematico de diversas amostras recolhidas ao longo de trés anos, e
subsequente aplicagdo da andlise estatistica multivariada aos resultados obtidos, de
forma a avaliar influéncias da cultivar, da localiza¢do geografica e do ano de colheita,
na composic¢ao fendlica das matrizes em estudo.

No caso das sementes:

- Determinagéo dos perfis em acidos gordos, triacilglicerois, fitoster6is e tococromanébis,
recorrendo a diversas metodologias (baseadas em técnicas ja existentes ou, se
assim se justificasse, através de técnicas implementadas e validadas para o efeito);

- Estudo sistematico de diversas amostras e subsequente aplicagdo da analise
estatistica multivariada aos resultados obtidos, de forma a avaliar possiveis
influéncias, na composi¢cdo dos referidos compostos, por parte da cultivar, da

localizagdo geografica e do ano de colheita;

- Avaliagdo da influéncia do processo de torra na composi¢do da fracgao lipidica de
avelas.




Enquadramento e objectivos do trabalho

lIl. ORGANIZAGAO DA DISSERTAGAO

A presente dissertagdo encontra-se estruturada em duas partes principais, designadas por
Parte 1 e Parte 2, estabelecidas segundo a parte da planta estudada. Na Parte 1 aborda-se o
estudo das folhas, ao passo que a Parte 2 se refere ao estudo das sementes.

Ambas as partes estdo subdivididas em capitulos, sendo o critério principal de divisdo o
grupo de compostos estudado. Assim, a Parte 1, dirigida ao estudo das folhas, & constituida
apenas por um capitulo que contempla o estudo do perfil fendlico. A Parte 2 é constituida por
seis capitulos. Destes, o primeiro consiste numa introdugéo tedrica generalista dirigida aos
frutos secos estudados. Em cada um dos quatro capitulos seguintes é abordada uma
diferente familia de compostos: acidos gordos, triacilglicerdis, fitosterois e tococromangis. O
Gltimo capitulo desta parte é dedicado ao estudo da influéncia do processo de torrefacgéo na

fracgao lipidica da avela.

Os diferentes capitulos apresentam uma estrutura idéntica entre si. Cada um comega por
um enquadramento tedrico referente a familia de compostos em questéo, no qual, sempre
que possivel, e a luz dos conhecimentos actuais, se tenta fazer a ligac&o entre a familia de
compostos estudada e o seu possivel contributo benéfico para a satde. Nesta introducao
tedrica apresenta-se ainda, para além da estrutura quimica e principais caracteristicas dos
compostos estudados, uma breve revisdo das metodologias descritas na literatura para a sua
andlise. Apos a introdugao tedrica, segue-se a secgdo experimental, na qual se referem os
materiais e métodos utilizados, os resultados e discusséo e, por fim, as conclusdes.

Ao longo de toda a dissertagio as espécies, aveleira e nogueira, séo referidas em bloco
ainda que sequencialmente por ordem alfabética.

No final da dissertacdo apresenta-se uma resenha das conclusées tiradas ao longo dos

diferentes capitulos.

De forma a facilitar a consulta bibliografica, e porque alguma literatura é referida em mais
do que um capitulo, no final apresenta-se a listagem de todas as referéncias bibliograficas

citadas ao longo do texto.
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Capitulo 1 - Perfil fendlico

I- COMPOSTOS FENOLICOS. CONSIDERAGOES TEORICAS

1. INTRODUGAO

Nas ultimas décadas, os fitoquimicos existentes nos vegetais, quer os utilizados em
alimentacdo quer os utilizados em medicina tradicional, tornaram-se alvo de um crescente
numero de estudos. Para este facto contribuiram, de forma determinante, os resultados
obtidos em estudos epidemiolégicos, os quais sugerem a existéncia de uma correla¢éo entre
o consumo de dietas contendo elevadas quantidades de fitoquimicos € uma menor incidéncia
de determinadas doengas, nomeadamente cardiovasculares e cancro. Uma vez que,
actualmente, se considera que os radicais livres e as espécies reactivas de oxigénio ou de
azoto desempenham um papel activo no desenrolar destas doengas, os compostos
antioxidantes tém, consequentemente, sido alvo de grande ateng¢do, ndo somente por parte
do mundo cientifico como também do puablico consumidor. De entre a diversidade de
fitoquimicos presentes na dieta, os compostos fendlicos tém sido especialmente abordados

em diversos tipos de investigagao.

Os compostos fendlicos, embora produtos do metabolismo secundario das plantas, sdo
componentes quase universais do reino vegetal. Desempenham numerosas e importantes
fungdes fisioldgicas e bioquimicas nestes seres, tais como a proteccdo contra o stress
oxidativo e os raios UV, resisténcia a patogéneos, e intervenc¢do na lenhificagdo e na cor das
plantas (Miller e Ruiz-Larrea, 2002; Shahidi, 2002; Yao et al., 2004).

De uma forma simples, estes compostos caracterizam-se pela presenga de pelo menos
um anel benzénico, ao qual se liga pelo menos um grupo hidroxilo, podendo este estar livre
ou ndo (Bruneton, 1993). Os compostos fendlicos sdo também frequentemente designados
como polifenéis, termo este que, tal como o primeiro, é suficientemente amplo para abranger
diferentes grupos de compostos, de entre os quais os acidos fendlicos e os flavondides sdo

os mais amplamente distribuidos e estudados.

2. ESTRUTURA QUIMICA

2.1 Acidos fendlicos

Segundo Bruneton (1993), a designagdo “acido fenélico” pode-se aplicar a todos os
compostos organicos que apresentem, pelo menos, um grupo carboxilico e um hidroxilo
fendlico. No entanto, por motivos de abundancia relativa, a expressdo acabou por se tornar,
na pratica corrente em fitoquimica, sinénimo de acido benzéico e/ou de acido cinamico e

respectivos derivados, cujas estruturas se representam na Figura 1.1
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COOR,

COOH

X
R R,
OH ¥ R,
OH
Acidos benzéicos Ri R Acidos cindamicos R; R, R,

Acido p-hidroxibenzéico H H Acido p-cumarico H H H
Acido galhico OH OH Acido cafeico OH OH H
Acido protocatéquico H OH Acido ferulico H OH H
Acido vanilico OCHs H Acido sinapico OCH; H H
Acido siringico OCH, OCHs Acido clorogénico H OH A&cido 5-quinico

FIGURA 1.1. Exemplos de estruturas de acidos benzodicos e &cidos cindmicos (adaptado de Tsao e
Deng, 2004).

Os acidos benzoicos sdo comuns na natureza, sendo particularmente abundantes nos
frutos com sabor acido (Miller e Ruiz-Larrea, 2002). Apresentam sete atomos de carbono na
sua estrutura (Cs-C4), podendo existir na forma livre ou combinados com outros compostos

na forma de éster ou heterdsidos.

Os acidos cindmicos apresentam uma estrutura base com nove atomos de carbono (Ce-
Cs). De entre este grupo de compostos, mais abundante e diverso que o grupo dos acidos
benzdicos, alguns encontram-se amplamente distribuidos na natureza, ao passo que outros
sd0 menos frequentes (Bruneton, 1993; Miller e Ruiz-Larrea, 2002). Estes compostos
raramente existem na forma livre, encontrando-se geralmente na forma esterificada, através
de uma ligagéo entre o seu grupo carboxilico e o grupo alcool de outros compostos organicos
(Macheix, 1990; Bruneton, 1993).

Apesar da possibilidade de existéncia de isomeria cisftrans, existem naturalmente na
forma trans, podendo no entanto, em laboratério, haver interconversdo das duas formas por

influéncia dos raios ultravioleta ou quando em meios alcalinos ou acidos (Bruneton, 1993).

2.2 Flavonoides

Conhecem-se actualmente mais de 4000 flavondides diferentes, encontrando-se
sobretudo nas partes externas das plantas, como nas folhas, cascas e sementes (Miller e
Ruiz-Larrea, 2002). Caracterizam-se pela sua estrutura geral Ce¢-C3-Cg, em que dois anéis
benzénicos se encontram ligados por uma cadeia com trés atomos de carbono, a qual pode

ou ndo formar um terceiro anel. A designacgdo frequentemente conferida aos anéis e o

14



Capitulo 1 - Perfil fendlico

sistema de numeragédo usado para a maioria dos flavonéides encontra-se representado na

Figura 1.2.

FIGURA 1.2. Estrutura geral dos flavonéides (Cs-C;5-Cs).

Os flavonodides podem ser divididos em subgrupos com base nas variagdes evidenciadas
pelo anel C (lwashina, 2000; Miller e Ruiz-Larrea, 2002), nomeadamente em flavonas,
flavonois, flavanois, flavanodiois, flavanonas, flavanondis, isoflavonas, antocianidinas,

chalconas e auronas.

Podem ocorrer na forma livre (agliconas) ou conjugada (heterésidos), diferindo entre si no
naimero e tipo dos substituintes e no nimero, natureza e posi¢do dos residuos de agucar
(Sivam, 2002). Na natureza, as formas mais comuns s&o as heterosidicas. Se a ligacio entre
a genina e o aglicar ocorre através de um grupo hidroxilo da genina, estamos perante um O-
heterésido. Os C-heterésidos sdo menos frequentes, e ocorrem quando se estabelece uma
ligacdo carbono-carbono entre a genina e o aglcar. Os residuos agucarados podem ser
mono, di ou trissacarideos, estes ultimos podendo ainda ser lineares ou ramificados
(Bruneton, 1993). O aglcar mais frequente € a glucose, sendo ainda frequentes a galactose,

a ramnose, a xilose e a arabinose, bem como o dissacarideo rutinose.

3. ACTIVIDADE BIOLOGICA

A propriedade “vitaminica P”, isto &, a capacidade de diminuir a permeabilidade dos
capilares sanguineos e aumentar da sua resisténcia, € a actividade mais frequentemente
referida por varios autores (Bruneton, 1993; Cunha e Pereira, 2003). No entanto, outras
actividades nomeadamente actividades antialérgica, anticancerigena, antitrombética, anti-
inflamatéria, anti-hepatotoxica, antiviral, antimicrobiana e antioxidante tém sido atribuidas a
muitos polifendis, mais concretamente a diversos flavonéides (Shi, 2001; Sivam, 2002; Yao
et al., 2004).

Pensa-se que a maioria dos efeitos biolégicos atribuidos a estes compostos advenha das
suas propriedades antioxidantes, traduzindo-se de diversas formas, nomeadamente inibindo
enzimas (caso da xantina-oxidase e ciclo-oxigenase), quelatando metais, interagindo com
outros antioxidantes e inactivando radicais livres (Hall, 2001; Shi, 2001). A actividade
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antioxidante dos flavonéides encontra-se directamente relacionada com a sua estrutura
quimica. De facto, os flavonodides s&o excelentes doadores de electrées, formando radicais
intermediarios relativamente estaveis por mecanismos de deslocalizagdo de electrdes e
ressonancia (Merken e Beecher, 2000; Eskin e Przybylski, 2001; Hall, 2001). E geralmente
aceite que a posi¢édo e o nimero de grupos hidroxilo influi de forma importante na eficiéncia
antioxidante destes compostos (Eskin e Przybylski, 2001; Hall, 2001; Shi, 2001). A presenca
de grupos hidroxilo livres em C; e Cs € particularmente importante pois permite a formagao
de pontes de hidrogénio com o grupo carbonilo em C,, contribuindo deste modo para a
estabilizagéo das estruturas (Shi, 2001). Também a presenga da dupla ligagéo no anel C, em
posicdo vizinha do grupo carbonilo, revelou influenciar positivamente a actividade

antioxidante destes compostos (Eskin e Przybylski, 2001; Shi, 2001).

Apesar de diversos estudos epidemiolégicos terem mostrado uma correlagdo entre o
consumo de antioxidantes fenodlicos, nomeadamente de flavondides, e a redugéo da
mortalidade por DCV e cancro (Hertog et al.,, 1993 e 1995; Johnson, 2001), ha que utilizar
com cuidado essas conclusées, pois muitos dos efeitos biolégicos foram apenas verificados
in vitro ou em animais, e ainda sdo poucos os dados acerca da biodisponibilidade destes
compostos. Segundo a opinido de Miller e Ruiz-Larrea (2002) dietas ricas em flavondides,
administradas durante um periodo de tempo curto poderdo nao surtir qualquer efeito benéfico
no sentido de reverter danos oxidativos estabelecidos. Este facto ndo invalida que
determinados habitos alimentares preconizados durante a expectancia de vida,
nomeadamente o consumo de alimentos ricos nos referidos fitoquimicos, possam ter um
efeito preventivo de danos oxidativos. Os mesmos autores referem também que estes
compostos podem exercer a sua actividade antioxidante nos proprios alimentos,
nomeadamente quando sdo cozinhados, e ainda no tracto gastrintestinal, poupando outros
antioxidantes durante o processo digestivo (caso do a-tocoferol) e levando,
consequentemente, a uma maior biodisponibilidade daqueles. Johnson (2001) refere ainda

que estes compostos poderdo exercer, no intestino, uma actividade anticancerigena local.

4. FONTES E CONSUMO

Para o Homem, a principal fonte de flavonoides sdo os vegetais, frutos e seus derivados
(Shi, 2001), devendo-se considerar ainda o vinho e o cha como importantes contribuintes
(Yao et al., 2004).

Yao e co-autores (2004) referem que a quantidade diaria de flavonéides ingerida podera
estar compreendida entre 100 e 1000 mg/dia. No mesmo sentido, Johnson (2001) refere que
esta quantidade possa situar-se a volta de 1g/dia. Miller e Ruiz-Larrea (2002) referem valores
bastante inferiores (23 mg/dia) relativos a ingestdo média de flavonéides na Holanda,

referindo que as consideraveis melhorias analiticas que ocorreram nos Gltimos anos poderao
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ser a justificagdo para a discrepancia dos valores descritos na literatura. No entanto, parece
ser opinido da generalidade dos autores que se debrugaram sobre esta questéo, que ¢é dificil
estabelecer estimativas concretas, ndo somente devido a diversidade de habitos alimentares
entre a populagdo mundial, mas sobretudo porque os dados sobre quantidades de
compostos especificos, como acidos fendlicos e flavonéides, nos diversos alimentos e
bebidas sdo ainda muito escassos, havendo um longo caminho a percorrer neste sentido.
Por outro lado, ha ainda que considerar a existéncia de uma variabilidade natural dos niveis
destes compostos, os quais podem ser influenciados por factores genéticos, ambientais e
outros, como o estado de maturagao e o tipo de processamento culinario a que os alimentos

sdo sujeitos (Yao et al., 2004).

5. UTILIZAGAO

Os compostos fendlicos, bem como as plantas que os contém, podem ser utilizados para
fins medicinais, para a preservagao dos alimentos ou pelas suas qualidades organolépticas
(Chu et al., 2002; Sakakibara et al., 2003).

A nivel industrial, é frequente a adi¢cdo de antioxidantes a produtos alimentares, tais como
6leos refinados, de forma a retardar possiveis fendbmenos oxidativos e aumentar o seu prazo
de validade (Fujisaki et al., 2000). Apesar dos antioxidantes mais utilizados com esta
finalidade serem o BHA (butil-hidroxianisol), o BHT (butil-hidroxitolueno) e o TBHQ (terc-butil-
hidroquinona) a utilizagdo de antioxidantes naturais é cada vez mais frequente, indo de
encontro as expectativas dos consumidores que preferem a utilizagdo de produtos naturais,
uma vez que os consideram melhores e mais seguros que os sintéticos.

Tém sido levados a cabo numerosos estudos equacionando a utilizacio de plantas, ou
seus extractos, contendo antioxidantes naturais tais como flavonéides, catequinas ou acidos
fendlicos (Evans, 1997; Wanasundara e Shahidi, 1998; Yanishlieva e Marinova, 2001,
Yanishlieva, 2001). Estes estudos demonstraram a eficacia dos produtos naturais,
frequentemente superior a apresentada pelos antioxidantes sintéticos. Por este motivo, a
utilizagdo de plantas, extractos ou compostos delas extraidos, é cada vez mais encarada
como possivel substituto de antioxidantes sintéticos. Apesar das culturas de células serem
uma possibilidade para a obtenc¢éo destes compostos, o elevado grau de especializagéo e os
custos que lhe estdo associados tornam o método muito oneroso. Outra possibilidade
consistiria na utilizagdo da biologia molecular, desenvolvendo organismos geneticamente
modificados (OGM) de modo a produzir uma maior quantidade destes produtos especificos.
Contudo, as duvidas e reniténcia ainda existentes, por parte dos consumidores e néo so,
relativamente a utilizagdo de OGMs, levam a crer que esta via ndo seja desenvolvida
proximamente. Assim, a agricultura tradicional e as subsequentes metodologias de extracgdo
continuam a ser as preferencialmente utilizadas para a obtengdo destes compostos (Hall,
2001).
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5.1 Folhas de aveleira e de nogueira e a medicina tradicional

Desde sempre, a medicina baseada no uso de plantas desempenhou um importante papel
na satde publica. Actualmente, a fitoterapia continua a ser utilizada nos cuidados de saude e
prevengdo da doenga, especialmente nos paises subdesenvolvidos ou em vias de
desenvolvimento. Embora as motivagdes subjacentes sejam diferentes, também nos paises
desenvolvidos se tem assistido a uma procura crescente das virtudes curativas de certos
vegetais. Na Europa, existe actualmente um aumento de interesse pelo uso de plantas com
propriedades terapéuticas, embora a sua importancia varie consideravelmente de pais para
pais (Silano et al., 2004).

As folhas de aveleira (Corylus avellana L.), se bem que, tanto quanto nos é dado saber,
ndo sejam comercializadas actualmente, foram e continuam a ser utilizadas em medicina
tradicional. O seu uso deve-se essencialmente as suas propriedades vasoconstritoras e anti-
hemorragicas, sendo por isso utilizadas como ténico venoso em situagbes de varizes,
fragilidade capilar, edemas e ainda na sintomatologia hemorroidal. As preparagbes galénicas
podem ter utilizacdo tépica em varizes, uiceras, hemorréides e inflamagbes orofaringeas
(Cunha e Pereira, 2003). Alguma literatura refere, ainda, propriedades antidiarreicas,
antifingicas, cicatrizantes e adstringentes (Bruneton, 1993; Fraisse et al., 1999; Cunha e
Pereira, 2003).

Até a presente data, poucos sdo os estudos disponiveis na literatura sobre as folhas de
aveleira, estando apenas referida a identificagdo dos compostos fenélicos maioritarios: acido
5-cafeoilquinico, miricetina 3-ramnédsido e quercetina 3-ramnésido (Tissut e Egger, 1972;
Fraisse et al., 1999). Um dos objectivos deste trabalho consistiu na caracterizagdo da folha
de aveleira no que diz respeito a composigado fendlica, uma vez que estes compostos podem
estar relacionados com os efeitos terapéuticos descritos para esta planta.

A folha de nogueira (Juglans regia L.) tem sido largamente utilizada em medicina
tradicional no tratamento de insuficiéncia venosa e sintomatologia hemorroidal, bem como
pelas suas propriedades antidiarreicas, anti-helminticas, depurativas e adstringentes (Van
Hellemont, 1986; Bruneton, 1993; Wichtl e Anton, 1999). Foram igualmente descritas
propriedades queratoliticas, anti-fingicas, hipoglicemiantes, hipotensivas e sedativas (Vainet,
1992; Girzu et al., 1998). Varias destas actividades poderdo dever-se & ac¢do dos taninos,
descritos na literatura (Cunha e Pereira, 2003), mas também poderao ser devidas a acg¢ado de
outros compostos fendlicos, nomeadamente flavonéides e 4cidos fendlicos.

A folha de nogueira esta incluida na 10? Edigdo da Farmacopeia Francesa (1989), a qual
sugeria que o controlo de qualidade quimico se efectuasse mediante a detecgéo, por TLC, da
quercetina 3-galactésido e da quercetina 3-ramnésido. No entanto, este teste revela-se

insuficiente, tendo em conta que estes compostos sdo ubiquitarios na natureza.
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6. PERFIL FENOLICO NO CONTROLO DE QUALIDADE

Se bem que para alguns casos especificos existam marcadores taxonoémicos, isto é,
compostos quimicos que caracteristicamente ocorrem em determinadas espécies ou géneros
vegetais, tal ndo acontece para a generalidade das espécies. Os trabalhos realizados
durante as Ultimas décadas tém demonstrado que, apesar da sua ubiquidade, como classe
de compostos, apenas um numero limitado de membros deste grupo se encontram presentes
em cada espécie. Desta forma, é muitas vezes possivel associar um perfil fendlico a
determinados produtos de origem vegetal, constituindo um parametro util na avaliagdo da
autenticidade dos mesmos. Este perfil sera tdo mais util quanto maior o numero de
compostos identificados. Para além de estabelecer um perfil qualitativo, a quantificagéo
individual de cada composto é de grande valia, permitindo estabelecer quais os compostos
maioritarios e minoritarios e inferir possiveis correlagbes entre eles. Nestes casos pode-se
considerar que nenhum dos compostos per si sera considerado um marcador quimico, mas
que o conjunto dos compostos, atendendo a sua identidade e quantidade, sera, com pouca
probabilidade, encontrado noutra espécie.

Tém sido realizados varios estudos com o referido objectivo, isto é, o de tragar perfis
fendlicos de produtos naturais que possam contribuir para a avaliagéo da autenticidade dos
mesmos. Refira-se, a titulo de exemplo, varios trabalhos realizados no Servigo de
Farmacognosia da Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto, em que foram tragados
perfis qualitativos e quantitativos para utilizagdo no controlo de qualidade de diversas plantas
medicinais (Andrade ef al., 1998a, Valentdo et al., 1999; Areias et al., 2000a; Areias et al.,
2000b; Valentao et al., 2003; Meirinhos et al., 2005).

No entanto, apesar da variabilidade da composicdo quimica dos seres vivos ser
geneticamente limitada, é natural que dentro de cada espécie ocorram variagdes. De facto,
varios factores tais como a cultivar, o clima, as condi¢gdes geoldgicas e as diferentes praticas
agricolas, podem influir na produgdo destes compostos (Macheix et al., 1990; Yao et al.,
2004). Assim, torna-se relevante a determinagdo de perfis fendlicos, qualitativos e
quantitativos, preferencialmente obtidos de um elevado nimero de amostras, pois pode
auxiliar a estabelecer o que podera ser considerado, ou ndo, como razoavel variabilidade

natural.

7. METODOLOGIAS ANALITICAS — BREVE REVISAO BIBLIOGRAFICA

Desde meados da década de 70, a cromatografia por HPLC tornou-se o método analitico

de escolha para a analise de flavondides, tendo sido publicados centenas de trabalhos nas

ultimas duas décadas (Sivam, 2002). Encontram-se disponiveis na literatura varias revisées
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sobre a analise de flavondides por HPLC, as quais fazem referéncia a diferentes tipos de
amostras, a utilizagdo de diversos processos extractivos, pré-colunas e colunas, fases
moveis e métodos de detecgdo (Merken e Beecher, 2000; Sivam, 2002; Andrade e Seabra,
2003; Stefova et al., 2003). Desta forma far-se-4 apenas uma breve alusdo as diversas
metodologias disponiveis, devendo-se consultar a bibliografia especifica disponivel para a

obtencgédo de informagao mais detalhada.

Sendo os compostos fenélicos uma tdo ampla e importante classe de compostos naturais,
é compreensivel que, ao longo dos anos, tenham sido desenvolvidas e utilizadas varias
técnicas para a sua identificagdo e quantificacdo. Uma das técnicas mais antigas € a
cromatografia em camada fina (TLC), actualmente ainda em uso dada a sua versatilidade,
rapidez e utilidade com finalidades identificativas, estando por exemplo preconizada a sua
utilizacdo em diversas Farmacopeias. A TLC pode ainda ser utilizada com finalidades
preparativas quando ndo é objectivo obter grandes quantidades de compostos. Tal como a
TLC, a cromatografia em coluna é frequentemente utilizada com finalidades preparativas.

Outros métodos de separagao utilizados recentemente séo referidos por Sivam (2002),
nomeadamente a electroforese capilar (CZE) e a cromatografia micelar electrocinética
(MEKC).

Como referido, a HPLC é considerada o método analitico de escolha para a analise de
compostos fendlicos. Regra geral sdo utilizadas colunas de fase reversa e sistemas de
eluicdo binarios, compreendendo normalmente um solvente aquoso acidificado e um
solvente organico (Sivam, 2002; Andrade e Seabra, 2003; Brandsteterova e Ziakova-
Caniova, 2003; Stefova et al., 2003). Dado que estes compostos absorvem no UV, os
detectores UV/Vis e DAD sido os mais frequentemente utilizados. Outros metodos de
detecgdo incluem a detecgéo electroquimica, a fluorescéncia e a espectrometria de massa.
Com o desenvolvimento da ionizagdo por electrospray (ESI) tornou-se técnica e
economicamente viavel executar a analise destes compostos, com elevada sensibilidade, por
cromatografia liquida acoplada a detectores de massa ESI/MS. Na dltima década
multiplicaram-se as referéncias ao uso da espectrometria de massa na analise de
flavonoides, estando igualmente disponiveis excelentes artigos de reviséo (Stobiecki, 2000).
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Il — COMPOSTOS FENOLICOS. PARTE EXPERIMENTAL

1. AMOSTRAGEM

Sendo ambas as espécies em estudo arvores de folha caduca, e tendo-se iniciado esta
dissertagéo no final de 2001, isto &, apds a época de queda das folhas, n&o foi possivel a
obtencéo de amostras relativas a 2001. Deste modo, o estudo da composi¢éo fendlica das
folhas iniciou-se em 2002 tendo-se prolongado até 2004, de forma a perfazer trés anos

consecutivos de estudo.

As amostras de folha de aveleira foram colhidas em duas localizagbes geograficas: Vila
Real (41° 19'N, 7° 44’0, 470 m altura) e Felgueiras (41° 22'N, 8° 11°0, 320 m altura) durante
trés anos consecutivos (2002-2004). Em Vila Real foram recolhidas amostras de 19
cultivares, nomeadamente cvs. Butler, Campanica, Cosford, Couplat, Daviana, Ennis, Fertille
de Coutard, Grossal, Gunslebert, Lansing, Longa d’ Espanha, Merveille de Bollwiller, Morell,
Negreta, Pauetet, Round du Piemont, Santa Maria de Jesus, Segorbe e Tonda di Giffoni. Em
Felgueiras, no primeiro ano de estudos foram recolhidas amostras de 10 cultivares comuns
as descritas para a localizagéo Vila Real, nomeadamente: cvs. Butler, Campanica, Cosford,
Couplat, Ennis, Fertille de Coutard, Merveille de Bollwiller, Morell, Pauetet e Tonda di Giffoni,
tendo nos anos seguintes (2003, 2004) sido adicionadas ao estudo outras 3 cultivares,
nomeadamente as cvs. Longa d’' Espanha, Negreta e Segorbe. Por forma a facilitar a
consulta, a Tabela 1.1 apresenta a listagem das amostras estudadas.

TABELA 1.1. Cultivares de aveleira recolhidas por localizagdo geografica

CuLTIVARES ESTUDADAS

FELGUEIRAS ViLA REAL

Butler Morell Butler L. Espanha

Campanica  Negreta* Campanica M. Bollwiller

Cosford Pauetet Cosford Morell

Couplat Segorbe* Couplat Negreta

Ennis T. Giffoni Daviana Pauetet

F. Coutard Ennis R. Piemont

L. Espanha* F. Coutard Sta. M? Jesus

M. Bollwiller Grossal Segorbe
Gunslebert  T. Giffoni
Lansing

(*: cultivares estudadas apenas em 2003 e 2004).

As amostras de folha de nogueira foram colhidas em duas localizagbes geograficas:
Braganga, no nordeste Transmontano (41° 49°N, 6° 46°0, 670 m altura) durante trés anos
consecutivos (2002, 2003 e 2004), e Coimbra, na regido centro de Portugal (40° 03'N, 8°

21




S ]

Parte 1 — Folhas de aveleira e de nogueira

37°0, 10 m altura) durante dois anos (2003 e 2004). De entre as cuitivares em estudo, as
cvs. Franquette, Lara, Mayette, Mellanaise e Parisienne eram comuns as duas localizagbes,
ao passo que a cv. Marbot apenas existia em Braganca e as cvs. Arco, Hartley e Rego
apenas existiam em Coimbra (Tabela 1.2).

TABELA 1.2, Cultivares de nogueira recolhidas por localizagédo geografica.

CuLmivares EsTubpADAS

BRAGANGA CoIMBRA
Franquette Mayette Arco Mayette
Lara Mellanaise Franquette Mellanaise
Marbot Parisienne Hartley Parisienne

Lara Rego

Para ambas as matrizes, em 2002, procedeu-se a recolha mensal de amostras entre os
meses de Maio e Setembro, nos meados de cada més. Nos restantes anos, a recolha foi
efectuada em meados do més de Julho. As amostras de folhas frescas, colhidas
manualmente do tergo médio de ramos expostos a luz solar, foram secas em estufa de ar

forcado (aproximadamente a 30 °C) e armazenadas em sacos de papel, no escuro.
moida e tamizada (910 um).
2. REAGENTES E PADROES

Imediatamente antes de se proceder a extracgdo dos compostos fenélicos, cada amostra foi !
As substancias de referéncia utilizadas na identificacdo (acido 5-O-cafeoilquinico, acido

p-cumarico, quercetina 3-galactésido, quercetina 3-glucésido, quercetina 3-arabinésido,

quercetina 3-ramnésido, miricetina 3-ramnésido e campferol 3-glucésido) foram adquiridas a

Sigma (St. Louis, MO, USA) ou a Extrasynthese (Genay, France). O acido 3-O-cafeoilquinico

foi obtido por transesterificagdo a partir do acido 5-O-cafeoilquinico com base no trabalho de

Clifford et al. (1989). A quercetina 3-xilosido foi obtida por isolamento a partir da planta

Hypericum pulchrum (Seabra et al., 1990).
O metanol e o acido féormico foram adquiridos a Merck (Darmstadt, Alemanha) e o acido

trifluoroacético foi comprado a Sigma. A agua foi tratada utilizando um sistema de purificagéo

de agua Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA).
3. COLUNAS DE EXTRACGAO EM FASE SOLIDA (SPE)
As colunas ISOLUTE C;g non-end-capped (NEC) (50 um de tamanho de particula; 60 A°

de porosidade, 10 g de enchimento, 70 ml de volume de reservatério) foram adquiridas a
International Sorbent Technology Ltd. (Mid Glamorgan, UK).
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4. EXTRACGAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS

Para fins qualitativos, procedeu-se de forma idéntica para as folhas de aveleira e de
nogueira.

Cerca de 0,5 g de uma amostra homogénea, foram extraidos 3 vezes, com agitagéo
durante 10 min a temperatura ambiente, utilizando 100 ml de diferentes solventes (metanol,
etanol e agua acidificada com pH = 2). Para a amostra de nogueira procedeu-se ainda a
preparagdo de um extracto cloroférmico. Os extractos obtidos foram filtrados, levados a
secura (a pressao reduzida e temperatura ndo superior a 40 °C), redissolvidos em 1,5 ml de
metanol Lichrosolv e analisados por HPLC/DAD.

Para fins quantitativos, procedeu-se de forma diferente para as folhas de nogueira e de
aveleira.

Para cada amostra de folhas de aveleira, aproximadamente 0,15 g foram rigorosamente
pesadas e fortemente agitadas com metanol até completa extracgdo dos compostos
fendlicos, isto é, até se obter uma reaccdo negativa ao teste da soda (NaOH 20%). O
extracto metandlico foi filtrado, evaporado a secura, a presséo reduzida e a temperatura nao
superior a 40 °C, e redissolvido em 1,5 ml de metanol Lichrosolv.

Cerca de 0,2 g de cada amostra de folhas de nogueira foram rigorosamente pesadas e
fortemente agitadas com agua acidificada a pH 2 (com HCI) até completa extrac¢do dos
compostos fendlicos, verificada através de reacgdo negativa ao teste da soda (NaOH 20%).
O extracto foi filtrado e passado por uma coluna ISOLUTE C;3 (NEC), previamente
acondicionada com 60 ml de metanol seguidos de 140 ml de agua (pH 2 com HCI). A fracgéo
fenolica, retida na coluna, foi eluida com 75 ml de metanol. O extracto metandlico foi
evaporado a secura, a pressdo reduzida e a temperatura ndo superior a 40 °C, e redissolvido
em 3 ml de metanol Lichrosolv.

5. ANALISE CROMATOGRAFICA

5.1. Analise qualitativa por lon Trap HPLC/DAD/ESI-MS/MS

Para a andlise de ambas as matrizes utilizou-se 0 mesmo sistema cromatografico, com as

seguintes caracteristicas:

- Cromatografo Agilent (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemanha) equipado com uma
bomba binaria (modelo Agilent G1312 A);

- Injector automatico (modelo Agilent G1313A);

- Desgaseificador (modelo Agilent G1322A);
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- Coluna LiChroCART, 250 x 4 mm, RP-18, 5 um de tamanho de particula (Merck,
Darmstadt, Alemanha);

- Detector de diodos e detector de massa colocados em série (Agilent 1100 Series
LC/MSD Trap), consistindo num Agilent G1315B photo-diode array, controlado pelo
software Agilent v. A.08.03 e num Agilent G2445A lon-Trap Mass Spectrometer,
controlado pelo software v. 4.0.25.

Caracteristicas do detector de massa e respectiva analise:

- Sistema de ionizagdo por electrospray (ESI);

- Gas nebulizador: azoto; pressao 65 psi; fluxo ajustado a 11 I/min;
- Agquecimento do capilar. 350 °C; Voltagem: 4 kV;

- Gas de colisdo (lon Trap): Hélio; Voltagem: 0,3 - 2V,

Os cromatogramas foram registados a 280, 320 e 350 nm. Os espectros de massa foram
adquiridos no modo de ionizagdo negativo e registados desde m/z 60 até m/z 800. Os dados
obtidos por MS/MS foram adquiridos no modo automatico.

Utilizaram-se as seguintes condiges analiticas:

NOGUEIRA:

- Fase mével: acido trifluoroacético (TFA) (solu¢do aquosa, 0,1%) (soilvente A) e metanol
(solvente B);
Gradiente: 0 min: 30% B; 30 min: 50 % B; 32 min: 70% B; 33 min: 80 % B; 35 min: 80% B;

Fluxo: Tmi/min;

- Volume de injecgdo: 5 pul.

AVELEIRA:

- Fase mével: TFA (solugdo aquosa, 0,1%) (solvente A) e metanol (solvente B);
- Gradiente: 0 min: 30% B; 30 min: 50 % B; 32 min: 70% B;

- Fluxo: 1ml/min;

Volume de injecgdo: 10 pl.

5.2 Analise quantitativa por HPLC/DAD

Para a analise de ambas as matrizes utilizou-se o mesmo sistema cromatografico, com as

seguintes caracteristicas:
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Cromatégrafo Gilson equipado com duas bombas (modelos 302 e 3025),

Médulo manométrico Gilson (modelo 802C);

Camara misturadora Gilson (modelo 811);

Injector Rheodyne (modelo 7125), com “loop” de 20 pl,
Coluna Spherisorb ODS2, 250 x 4,6 mm, 5 um de tamanho de particula (Waters, Milford);

Detector de diodos Gilson

Utilizaram-se as seguintes condigbes analiticas:

NOGUEIRA:

- Fase movel: acido férmico (solugédo aquosa, 0,5%) (solvente A) e metanol (solvente B);

- Gradiente: 0 min: 5% B; 3 min: 15 % B; 5 min: 20% B; 12 min: 25% B; 15 min: 30% B; 20
min: 40% B; 30 min: 45% B; 40 min: 50% B; 45 min: 70% B; 46 min: 100% B;

- Fluxo: 1ml/min;

- Volume de injecgéo: 20 pl.

AVELEIRA:

- Fase movel: acido férmico (solugao aquosa, 0,56%) (solvente A) e metanol (solvente B);

- Gradiente: 0 min: 15% B; 15 min: 30% B; 30 min: 40% B; 40 min: 52,5% B; 41 min: 100%
B;

- Fluxo: 1ml/min;

- Volume de injecgao: 20 pl.

Os dados obtidos foram processados através do software Unipoint® System (Gilson
Medical Electronics, Villiers le Bel, Frang¢a). Foi efectuado o registo dos cromatogramas a 320
e 350 nm. Os compostos fendlicos foram identificados por comparagdo dos tempos de
retencdo e espectros UV/Vis, no intervalo de comprimentos de onda de 200 a 400 nm, com
0os obtidos para as substancias de referéncia. Quando necessario, procedeu-se a co-

cromatografia da amostra com substancia padrao.

5.3 Quantificagao dos compostos fendlicos

Os compostos foram quantificados pelo método do padrao externo. Os acidos fendlicos
foram quantificados a 320 nm e os flavondides a 350 nm.

Na indisponibilidade no mercado de alguns compostos usados como substéncias de
referéncia, procedeu-se a sua quantificagdo utilizando os compostos disponiveis que mais se

Ihe assemelhassem. Deste modo, o acido 3-O-cafeoilquinico foi quantificado como 5-O-
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cafeoilquinico; os acidos 3-p-cumaroilquinico, 4-p-cumaroilquinico e p-cumaroiltartarico foram
quantificados como acido p-cumarico; a mistura de derivados da miricetina, detectada na
folha de aveleira, foi quantificada como miricetina 3-ramnésido; a quercetina 3-pentésido e a
quercetina 3-xilésido foram quantificados como quercetina 3-arabinésido; o campferol 3-

ramndésido foi quantificado como campferol 3-glucésido.

6. ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada recorrendo ao software estatistico R 2.1.1 para Linux,
tendo-se utilizado as seguintes ferramentas: i) mva (classical multivariate analysis library) ; ii)
MASS (main library of Venables and Ripley's); iii) Hmisc (Harrell miscellaneous); iv) brir
(Bias-reduced Logistic Regression); v) R-base packages (R-Project, 2005).

A anélise incluiu a exploragao de padrdes e correlagbes plausiveis de dados entre o perfil
fendlico e os factores estudados: localizagdo geografica, ano de produgdo e cultivares.
Inicialmente foram calculados os coeficientes de correlagdo de Pearson e de Spearman
entre os diferentes compostos fendélicos, de forma a verificar interacgbes entre os compostos
quantificados (Box et al., 1978; Neter et al., 1996). Seguidamente, efectuou-se uma analise
de variancia através da realizagdo de testes F (a = 95%) e de testes de Tuckey (Neter et al.,
1996). A técnica de analise de componentes principais (PCA) permitiu realizar a analise de
reconhecimento de padrées e a obtengdo do “Gabriel plot” correspondente (Hosmer e
Lemeshow, 1989).

No caso da folha de aveleira, atendendo ao consideravel nimero total de cultivares em
estudo, procedeu-se a um estudo de regressdo logistica, com o objectivo de tentar
correlacionar as diferentes cultivares com as respectivas composicbes fendlicas. Para tal, as
variaveis preditivas foram seleccionadas através do método designado como “step-down
procedure”, no qual a decisdo de remover uma variavel é baseada no teste “likelihood-ratio
test” (Hosmer e Lemeshow, 1989). Com base nas variaveis seleccionadas procedeu-se em

seguida a uma andlise de PCA.

7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Aveleira

Os espectros UV/Vis, obtidos por HPLC/DAD, associados aos diferentes picos obtidos,
revelaram que os dois grupos principais de compostos existentes no extracto de folha de
aveleira seriam acidos fendlicos (correspondendo aos picos 1 a 4 da Figura 1.3) e
flavonéides (correspondendo aos picos 5 a 9 da Figura 1.3). A analise dos extractos por

HPLC/DAD/ESI-MS/MS permitiu identificar um maior nimero de compostos.
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FIGURA 1.3. Cromatograma representativo do perfil fenélico da folha de aveleira. Visualizagéo a 320
nm. 1a e 1b: isémeros do acido 3-cafeoilquinico; 2a e 2b: isémeros do acido 5-cafeoilquinico; 3: acido
cafeoiltartarico; 4: acido p-cumaroiltartarico, 5. miricetina 3-hexésido + derivado da miricetina; 6:
miricetina 3-ramnésido; 7: quercetina 3-hexésido + derivado da miricetina; 8: quercetina 3-ramnésido;

9: campferol 3-ramnésido.

Picos 1 E 2: a andlise dos tempos de retengdo e espectros UV (246, 290 sh, 325 nm) dos
compostos sugeria a presenga de derivados do acido cinamico. Qualquer dos compostos
originou um i&o pseudo-molecular [M — H]” com m/z 353,6 cuja fragmentag&o, também em
ambos os casos, originou, como pico base, um id&o m/z 191,5 (M — H]” — 162), que
corresponde ao Acido quinico, pela perda do radical cafeoil por parte do ido
pseudomolecular. Estes dados indicam estarmos em presenga de acidos cafeoilquinicos.
Conforme descrito por Clifford et al. (2003), a localizagdo do residuo de acido cafeico
pode ser feita pela analise da intensidade dos sinais na segunda fragmenta¢do. No estudo
MS/MS obteve-se um ido m/z 179,5 com uma abundancia de 35% para o0 composto
correspondente ao pico 1 e com uma abundancia de 2% para o composto correspondente
ao pico 2 o que, segundo os referidos autores, é caracteristico dos acidos 3-cafeoilquinico

e 5-cafeoilquinico, respectivamente.

Picos 3 E 4: o composto 3 originou um ido pseudomolecular [M — HI” com m/z 311,4 que, por
MS/MS, originou dois ides com m/z 179,2 (M — 2H]” —-132) e 149,2 (M — H] -162)
correspondendo, respectivamente, a perda de acido tartarico e acido cafeico. De acordo
com estes dados, o composto 3 foi identificado como acido cafeoiltartarico. O composto 4
originou um perfil de MS/MS idéntico, diferindo no facto que os ides gerados pelo composto
4 apresentaram m/z 16 u.m.a. mais baixos que os obtidos para o composto 3. Desta forma,

a fragmentagdo do ido pseudomolecular do composto 4, com m/z 295,3 originou a formagéo
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do ido com m/z 163,1, que corresponde a [acido p-cumarico — H]. De acordo com estes

dados o composto 4 foi identificado como acido p-cumaroiltartarico.

Pico 5: os dados de HPLC/MS obtidos sugerem a co-eluigdo de dois compostos, aqui
designados por 5a e 5b. O composto 5a &, provavelmente, um hexdsido em posi¢do 3 da
miricetina, uma vez que o estudo MS/MS do seu ido pseudomolecular (M — H]") com m/z
479,1 originou um m/z de 316,0 que é caracteristico da miricetina (318 — 2H), quando se
trabalha em modo de ionizagdo negativo. Estes dados sdo confirmados pela analise do
espectro UV-vis. O outro composto (5b) originou um ido pseudomolecular [M — H]” com m/z
625,2, originando trés ides na fragmentagdo MS/MS: 478,9 ([M — H] — ramnose), 462,9 ([M
-~ H]” - glucose) e 317,0 [479 — 162 (hexose) ou 463 — 146 (ramnose)]. Estes dados
sugerem a presenga de miricetina (317) + hexose (162) + ramnose (146). A analise do
espectro UV deste composto parece indicar que o hidroxilo na posi¢édo 3 néo se encontra
livre. Por outro lado, a fragmentagdo MS/MS mostra que os ides que resultam da perda de
um aglicar s&o mais importantes do que o da aglicona (em oposi¢céo ao que se verifica com
o ramnoglucésido, em que o pico base é o da aglicona) o que refor¢a a ideia de que os dois
agucares estao ligados a dois locais diferentes da genina.

Tendo em consideragdo a via biossintética e que o flavon6ide maioritario em todas as
amostras analisadas &€ a miricetina-3-ramnésido concluiu-se que, muito provavelmente, a
ramnose € o agucar localizado na posi¢gdo 3 enquanto a hexose podera estar na posigéo 7
ou no anel B (em posi¢éo 3’ ou 4’). Com o objectivo de obter mais informagdes sobre este
composto, realizou-se um estudo HPLC/DAD/ESI-MS/MS de dois isdbmeros que diferem na
posi¢do do agucar: isoramnetina-7-glucédsido e isoramnetina-4'-glucésido. Os dados obtidos
relativos a ordem de eluigdo parecem sugerir que o composto 5b sera possivelmente a
miricetina 3-ramndsido-7-hexésido. De referir ainda, que numa pesquisa realizada na
literatura (Harborne, 1989) com vista a encontrar possiveis derivados da miricetina com
hexose e ramnose localizados em hidroxilos fendlicos distintos, encontrou-se a miricetina 3-
ramnésido-7-glucdsido descrito na espécie Quercus rubra, pertencente a familia das
Fagaceas, que é uma familia proxima da familia das Betulaceas a qual pertence a aveleira.

Pico 6: este composto originou a formagéo de um ido pseudomolecular com m/z 463,2, cuja
fragmentagdo gerou um ido com m/z 316,1 ((M — H] — ramnose) que, como foi dito
anteriormente, é caracteristico da miricetina. A comparagdo do tempo de retengédo, do
espectro UV-Vis e dos dados obtidos por espectrometria de massa deste composto com os

obtidos para o padrdo de miricetina 3-ramnésido confirmou a identidade deste composto

Pico 7: neste pico verificou-se a co-eluigdo de dois compostos (designados 7a e 7b) com
ides pseudomolecular [M — H]” com m/z 463,6 e 625,2, respectivamente. O composto 7a foi

identificado como quercetina 3-hexédsido, uma vez que o estudo MS/MS do seu ido
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pseudomolecular gerou um m/z 300,8, caracteristico da quercetina. O composto 7b, com ido
pseudomolecular idéntico ao obtido para o composto 5b, apresentou resuitados de MS/MS
igualmente idénticos aos do composto 5b, o que levou a supor tratar-se de um isémero
desse composto, provavelmente a miricetina 3-ramnésido-3'-hexdsido ou miricetina 3-
ramnésido-4’-hexoésido. O composto 7b apesar de ser mais glicosilado, elui posteriormente a
miricetina-3-ramnésido, o que podera ser devido ao bloqueio do hidroxilo 4’, uma vez que

este é muito acido.

Pico 8: este pico originou um ido pseudomolecular com m/z 4473, cuja fragmentagéo
originou um ido com m/z 300,9 (M — H]" — ramnose) que, como ja foi referido, & caracteristico
da quercetina. A compara¢do dos dados analiticos obtidos para este composto com os
obtidos para uma substancia de referéncia permitiram identificar este composto como

quercetina 3-ramnésido.

Pico 9: este pico originou um ido pseudomolecular [M — H}f com m/z 431,2 cuja
fragmentagao originou um ido com m/z 285,0 ((M — H]" — ramnose), que em ionizag&o no
modo negativo é caracteristico de uma tetrahidroxiflavona. Os dados de UV-Vis indicam
tratar-se de um derivado do campferol e, por isso, o composto foi identificado como

campferol 3-ramnésido.

Ap6s identificagdo do maior nimero possivel de compostos por HPLC/DAD-ESI/MS/MS,
procedeu-se ao desenvolvimento de uma metodologia adequada a quantificagdo dos
compostos identificados. Desta forma, foram experimentados diversos gradientes e
processos extractivos, tendo-se escolhido os atras descritos (ver pontos 4 e 5.2 da secgéo |l
paginas 23-25).

O objectivo do desenvolvimento desta metodologia, nomeadamente a sua aplicabilidade a
um eventual processo de controlo de qualidade, foi um factor decisivo para a escolha da fase
movel. Tendo em conta que o metanol e as solugdes aquosas de acidos sdo frequentemente
utilizados em metodologias aplicadas a quantificagdo de compostos fendlicos (Stefova et al.,
2003) e que em laboratérios de controlo de qualidade o mesmo tipo de analise é aplicado
frequentemente a varias matrizes, optou-se pela utilizagédo dos referidos solventes como fase
movel. Desta forma o mesmo aparelho, operando com a mesma coluna e 0 mesmo conjunto
de eluentes, podera eventualmente ser utilizado em analises semelhantes, isto é, em
situagbes em que os mesmo eluentes, ainda que com gradientes diferentes, sejam utilizados
permitindo uma rentabilizacdo de recursos. Apds a escolha dos eluentes, procedeu-se a
optimizagdo do gradiente para a matriz em estudo. O gradiente descrito na secg¢éo [1-5.2
(pagina 25) foi aquele que permitiu a melhor separagdo dos compostos num razoavel periodo

de tempo.
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Parte 1 - Folhas de aveleira e de nogueira

O processo extractivo aplicado a esta matriz foi escolhido com base em informagdes da
literatura, mas também pela sua simplicidade, permitindo uma facil implementagdo em
processos de controlo de qualidade. Para além do metanol, testaram-se outros solventes,
nomeadamente etanol e agua acidificada a pH 2, e também a utilizagéo de colunas de

extraccao em fase sélida.

Em termos gerais, as amostras analisadas apresentaram um perfil qualitativo idéntico
(Figura 1.3), composto por cinco compostos fenélicos identificados: acido 5-cafeoilquinico,
miricetina 3-ramnésido, quercetina 3-ramnésido, quercetina 3-glucésido e campferol
3-ramnésido e ainda a presenga de dois derivados da miricetina, eluindo simultaneamente,
resultando na presenca de um pico localizado caracteristicamente antes da miricetina
3-ramnoésido. Foram registadas diferengas qualitativas entre as diferentes amostras
relativamente a presenca dos acidos 3-cafeoilquinico, cafeoiltartarico e p-cumaroiltartarico,
conforme sera detalhado posteriormente. No entanto, estes dois ultimos, existem em
gquantidades muito pequenas e por isso o facto de ndo terem sido detectados em algumas
amostras podera traduzir ndo uma caracteristica da cultivar, mas sim uma consequéncia do

método analitico.

Considerando que para a determinacdo do perfil quimico de uma dada espécie ndo s é
importante a identificagdo qualitativa dos seus constituintes, mas também o conhecimento
das suas quantidades e relagbes entre si, procedeu-se a quantificagdo dos compostos
identificados nos extractos metandlicos de folha de aveleira. Considerando que para esta
matriz ndo se encontrou qualquer referéncia bibliografica relativamente ao periodo de
colheita tradicionalmente utilizado, procedeu-se a recolha de amostras mensais entre Maio e
Setembro durante o primeiro ano de estudos (2002). Este procedimento foi feito com o
objectivo de inferir qual o més, ou meses, em que ha teores mais elevados de compostos
fendlicos. Todas as amostras foram obtidas no mesmo campo (situado em Vila Real), de
arvores sujeitas as mesmas praticas agricolas. Sendo incomportavel o estudo mensal das 19
cultivares existentes no campo, seleccionaram-se 4 cultivares (Butler, Ennis, Fertille de
Coutard e Tonda di Giffoni) segundo a sua representatividade agricola e econémica. Para a
mesma cultivar, todas as amostras mensais foram recolhidas da mesma arvore.

A Tabela 1.3 mostra a composigdo fenélica das cultivares estudadas mensalmente. Pode
verificar-se que, apesar de se observarem algumas diferengas a nivel dos acidos fendlicos
minoritarios, os quais ndo foram detectados em algumas das amostras estudadas, o perfil
qualitativo mantém-se, de uma forma global, relativamente constante. Analisando os teores
totais de compostos fendlicos para cada cultivar, verifica-se que de Maio a Julho todas elas
apresentaram aumentos, sofrendo posteriormente uma diminuigdo dos mesmos (Tabela 1.3

e Figura 1.4).
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Capitulo 1 - Perfil fendlico
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