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Objectivo 

O estudo dos efeitos biológicos de compostos fenólicos é um tema de 

investigação actual. A compreensão dos mecanismos pelos quais os compostos 

fenólicos exercem a sua acção no organismo, pode permitir a valorização de produtos 

alimentares em que estes são abundantes. Este trabalho tem como objectivo principal 

estudar a inibição da actividade hidrolítica de tripsina por parte de compostos 

fenólicos de grainhas de uva, de vinhos, de sumos e de chás. Esta poderá ser benéfica 

para a saúde ao diminuir o valor calórico e ao abrandar a digestão de uma refeição 

levando a uma sensação de saciedade. Por outro lado pode contribuir para a 

diminuição da actividade de outras enzimas digestivas, cuja activação depende da 

actividade hidrolítica de tripsina. 

Para o efeito pretende-se desenvolver um método colorimétrico para avaliar a 

actividade de tripsina baseado na hidrólise da N-Benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida. 

Este método permitirá testar a capacidade das procianidinas, purificadas a partir de 

grainhas de uva, na inibição da actividade de tripsina. Pretende-se avaliar o efeito da 

concentração de procianidinas na actividade da enzima bem como do seu grau de 

polimerização. Serão ainda efectuados estudos com outras famílias de compostos 

fenólicos, ácidos fenólicos e taninos hidrolisáveis, para avaliar o efeito inibitório dos 

mesmos. 

Em seguida procurar-se-á verificar se este efeito inibitório é mantido em 

matrizes alimentares complexas com diferentes composições em compostos fenólicos 

como vinhos de mesa, vinho do Porto, sumos naturais e à base de concentrado. 



Resumo 

A actividade biológica dos compostos fenólicos no ser humano manifesta-se 

sobretudo por três mecanismos distintos; a quelatação de metais, a actividade 

antioxidante e a inibição enzimática. Do ponto de vista nutricional, a inibição da 

protease digestiva tripsina por parte dos compostos fenólicos, poderá ser benéfica por 

diminuir o valor calórico e abrandar a digestão de uma refeição levando a uma 

sensação de saciedade que permitirá o controlo de dislipidemias e outras doenças de 

origem alimentar. No entanto não podemos excluir a perda do valor biológico dos 

alimentos por diminuição da absorção de aminoácidos importantes para o 

metabolismo. 

Na primeira fase deste trabalho desenvolveu-se um método colorimetrico para 

estudar o efeito de inibidores polifenólicos na actividade de tripsina com base na 

hidrólise de N-Benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BApNA). Este método, 

contrariamente ao habitual, tem como base a cinética da reacção de hidrólise e não a 

absorvância final. 

Na segunda fase verificou-se a inibição de tripsina por parte de procianidinas 

oligoméricas de diferentes pesos moleculares (extraidas de grainha da uva) bem como 

por taninos hidrolisáveis. Concluiu-se que estes últimos apresentam um poder 

inibitório superior, no entanto, devido à sua reduzida presença em alimentos, não 

deverão ser inibidores relevantes na alimentação. Verificou-se que a inibição de 

tripsina aumenta com a concentração de procianidinas e com o seu grau de 

polimerização médio 

Numa terceira fase analisou-se o efeito inibitório de vinhos de mesa brancos e 

tintos; vinhos de Porto comerciais e enriquecidos com procianidinas e de sumos de 

frutas. Para os vinhos do Porto suplementados verificou-se um aumento da capacidade 

inibitória com o aumento da concentração em procianidinas. 

Nos vinhos de mesa comerciais verifica-se poder inibitório superior com vinhos 

tintos. No que diz respeito aos sumos de fruta verificou-se uma relação directa entre o 

conteúdo de fenóis totais e a inibição enzimática. 



RESUMO 

Em todas as amostras analisadas a inibição parece depender não só da 

concentração total de compostos fenólicos mas também da sua complexidade 

estrutural. 

A extrapolação de estudos realizados in vitro para actividade ocorrentes in vivo 

não é directa, sendo no entanto de esperar algum efeito antinutricional de 

procianidinas. 
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ABSTRACT 

Abstract 

The biological activity of phenolic compounds in the human being is exerted by 

three distinct mechanisms: metal chelation, antioxidant activity and enzymatic 

inhibition. 

The inhibition of the digestive protease trypsin by phenolic compounds could be 

nutritionally beneficial by diminishing the caloric value and slowing the digestion of a 

meal leading to a sensation of fullness that may permit the control of lipid diseases 

and other illnesses of alimentary origin. However we cannot exclude the loss of 

biological value of foods through the reduction of the absorption of metabolically 

important amino acids. 

In the first phase of the work a colorimetric method was developed to study the 

inhibitory effect of polyphenols compounds on the activity of trypsin using the 

hydrolysis of N-Benzoil-DL-arginine-p-nitroanilide. This method uses the kinetics of 

the reaction instead of the final absorbance, used in the most common methods to test 

enzyme inhibition. 

In the second phase the inhibition of trypsin by oligomeric procyanidins with 

different molecular weights (extracted from grape seeds) as well as by hydrolysable 

tannins was evaluated. The hydrolysable tannins presented a clearly larger inhibitory 

power; however, due to their reduced presence in foods, they should not account for a 

significant inhibition in human diet. It was also verified that trypsin inhibition 

increases both with the concentration of procyanidins as well as with the average 

degree of polymerization. 

During the third phase the inhibitory effect of white and red table wines of 

commercial and procyanidin enriched Port wines and of fruit juices, was analysed. 

For the supplemented Port wines an increase of the inhibitory power with the increase 

of procyanidin concentration was verified. In the commercial table wines we verified 

that the red wine was a much better inhibitor than the white. Concerning the fruit 

juices we showed that the total phenolic compounds and the inhibition of trypsin 

activity are directly related. 

In all the analyzed samples the inhibition seems to depend not only on the total 

phenolic compounds concentration but also on their structural complexity. 

Extrapolation from in vitro studies to in vivo activities may not be done directly, 

even though we may expect some antinutritional effect by procyanidins. 
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Resume 

L'activité biologique des composés phénoliques dans l'être humain est exercée 

par trois différents mécanismes : chelation en métal, activité antioxydante et inhibition 

enzymatique. 

L'inhibition de la protease trypsine digestive par les composés phénoliques 

pourrait être nutritionnellement favorable en diminuant la valeur calorique et en 

ralentissant la digestion d'un repas menant à une sensation de plénitude qui peut 

permettre le contrôle des maladies lipidiques et d'autres maladies d'origine 

alimentaire. Cependant, nous ne pouvons pas exclure la perte de valeur biologique des 

aliments par la réduction de l'absorption des acides aminés métaboliquement 

importants. 

Dans la première partie de ce travail une méthode colorimétrique a été 

développée pour étudier l'effet inhibiteur des composés polyphénoliques sur l'activité 

de la trypsine en utilisant l'hydrolyse de la N-Benzoil-DL-arginine-P-nitroanilide. 

Cette méthode emploie la cinétique de la réaction au lieu de l'absorbance finale, 

utilisée dans les méthodes les plus communes à l'inhibition d'enzymes d'essai. 

Dans une deuxième partie, l'inhibition de la trypsine par les procyanidines 

oligomériques avec des différents poids moléculaires (extraits de pépins de raisin) 

aussi bien que par les tannins hydrolysables a été évaluée. Les tannins hydrolysables 

ont présenté une puissance d'inhibition clairement plus supérieure ; cependant, en 

raison de leur présence réduite dans les aliments, ils ne devraient pas expliquer une 

inhibition significative dans le régime humain. On a également vérifié que l'inhibition 

de la trypsine augmente avec la concentration des procyanidines aussi bien qu'avec 

leur degré moyen de polymérisation. 

Dans la troisième partie, l'effet inhibiteur des vins de table blancs et rouges 

commerciaux et des vins de Porto enrichis avec des procyanidines, ainsi que des jus 

de fruit, a été analysé. Pour les vins de Porto enrichis, une augmentation de la 

puissance d'inhibition a été observée avec l'augmentation de la concentration en 

procyanidines. Dans les vins de table commerciaux nous avons vérifié que le vin 

rouge était un inhibiteur bien meilleur que le vin blanc. En ce qui concerne les jus de 

fruit nous avons prouvé que la teneur en composés phénoliques et l'activité 

d'inhibition de la trypsine sont directement reliés. 



RESUME 

Dans tous les échantillons analysés, l'inhibition de la trypsine semble dépendre 

non seulement de la concentration en composés phénoliques mais également de leur 

complexité structurale. 
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superscritos iguais não são significativamente diferentes 101 

Tabela 15. Factores de inibição (Fi) da actividade de tripsina e concentração fenólica total 

para vinhos comerciais. Valores com superscritos diferentes são significativamente diferentes 

(P < 0,05); valores com superscritos iguais não são significativamente diferentes 104 

Tabela 16. Factores de inibição da actividade de tripsina para sumos comerciais e conteúdo 

em fenóis totais obtido no extracto dos mesmos após passagem no gel Cl8. Valores com 

superscritos diferentes são significativamente diferentes (P < 0,05); valores com superscritos 

iguais não são significativamente diferentes 108 
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LISTA DE ABREVIA TURAS E SÍMBOLOS 

Lista de Abreviaturas e Símbolos 

Abs - Absorvância 

BApNA - N-Benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida 

BSA - Albumina Sérica Bovina (Bovine Serum Albumine) 

Cian - Cianidina 

DMSO - Dimetilsulfóxido 

EPC - Epicatequina 

EPCG - Epicatequina galhato 

EPGCG - Epigalocatequina galhato 

/ ( ) - em função de ( ) 

F - Fracção de procianidina 

HPLC - Cromatografia líquida de Alta Eficiência 

LC - Cromatografia Líquida 

MS - Espectrometria de Massa 

OPC - Procianidinas Oligoméricas 

P - Nível de significância estatístico 

U - Unidades de actividade enzimática 

Vc _ Velocidade inicial da reacção de hidrólise sem amostra 

Vj _ Velocidade inicial da reacção de hidrólise com amostra 
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INTRODUÇÃO 

A alimentação humana tem merecido nas últimas décadas um olhar atento por 

parte da comunidade científica. O ser humano, graças a alterações drásticas nos 

hábitos de vida, tem vindo a aumentar o seu consumo de alimentos com baixo valor 

nutricional (Flegal et ai. 1998). Os alimentos em questão apresentam valores calóricos 

elevados e, graças ao seu consumo, permitem exceder as doses diárias recomendadas 

de alguns nutrientes como hidratos de carbono e lípidos. 

Este facto conjugado com a reduzida actividade física a que o Homem está 

actualmente sujeito nos países desenvolvidos, contribuiu para o aparecimento, ou para 

um aumento da incidência, de algumas doenças como cancro, diabetes tipo II, 

doenças cardiovasculares, hipercolesteremia não hereditária e obesidade (Pi-Sunyer 

1993). 

A busca de novas soluções farmacológicas eficazes na cura, tratamento e 

prevenção destas "doenças modernas" é uma área interessante e em constante 

evolução. A abordagem habitualmente seguida pela Química para esta busca é 

limitada já que se baseia na modificação de compostos já conhecidos de forma a 

aumentar o seu potencial farmacológico. Esta abordagem é dispendiosa e geralmente 

implica um aumento dos efeitos adversos de um dado medicamento ou princípio 

activo. 

Uma parte do trabalho da comunidade científica na busca de compostos 

curativos/preventivos de doenças já foi feito pelas "medicinas tradicionais". Estas já 

efectuaram por métodos empíricos e ao longo dos séculos rastreios de compostos com 

propriedades farmacológicas que, conjugados com alguma investigação científica, 

podem permitir identificar novas moléculas com valor terapêutico. 

Independentemente das localizações geográficas é comum encontrar-se 

enraizado o uso de extractos vegetais como forma de tratamento de algumas doenças. 

Assim na China utiliza-se a raiz de Paeoni lactiflora para tratar problemas gástricos. 

No Japão usam-se partes de Geranium thunbergi. Na Europa ainda é comum 

actualmente o uso de plantas da família Rosaceae bem como de chás de folhas de 

Rubus idaeus. Estas plantas e os seus extractos apresentam em comum elevadas 

concentrações de compostos fenólicos (Haslam et ai. 1988). 
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A actividade biológica de compostos fenólicos tem vindo a ser extensamente 

estudada e pode ser sumariada em três mecanismos principais; a quelatação de metais, 

a actividade antioxidante e a inibição enzimática (Haslam 1996). Foram já realizados 

vários estudos epidemiológicos para avaliar a capacidade destes compostos para 

prevenir ou tratar doenças modernas como hipertensão, hipercolesterolemia (Wan et 

ai. 2001; Tapiero et ai. 2002) e cancro (Gee et ai. 2001). 

Actualmente o trabalho realizado com compostos fenólicos centra-se sobre as 

áreas da biodisponibilidade (Manach et ai. 2004), bioefícácia (Manach et ai. 2005) e 

estabilidade (Cai et ai. 2006; Kahle et ai. 2006) em várias matrizes. Este trabalho tem 

como objectivo último caracterizar os efeitos que compostos fenólicos ingeridos, nos 

alimentos ou sob a forma de fármacos, podem exercer sobre alvos terapêuticos. 

Como foi referido anteriormente existem três mecanismos principais de 

actuação biológica de compostos fenólicos. Destes, a inibição enzimática num 

contexto alimentar não foi ainda explorada muito amplamente. Será feito adiante um 

resumo dos estudos efectuados sobre este tema (Secção 4). De forma a perceber como 

os compostos polifenólicos interagem com as enzimas torna-se necessário conhecer a 

estrutura 

(Secção 1) e distribuição na natureza (Secção 2) dos compostos fenólicos mais 

relevantes, assim como as características da sua interacção com proteínas (Secção 3 

da Introdução). 
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1. Classificação de compostos polifenólicos. 

1.1. Compostos Não-flavonóides. 

Os não-flavonóides são um grupo vasto de compostos como ácidos benzóicos, 

ácidos cinâmicos, estilbenos e isoflavonas. Os ácidos benzóicos e cinâmicos (Fig. 1), 

frequentemente denominados ácidos fenólicos, encontram-se em frutos na forma livre 

em baixas concentrações quando comparados com as suas formas conjugadas 

(Clifford 1997). Estes ácidos aparecem numa variedade de produtos vegetais desde 

películas de uvas a cereais sobretudo sobre a forma de ésteres com ácido tartárico ou 

ligados a açúcares (Michael 1999). 

Ri R2 Ácidos benzóicos 

H H Acido p-hidroxibenzóico 

OH H Ácido protocatéquico 

OH OH Ácido gálhico 

OCH3 H Ácido vanílico 

OCH3 OCH3 Ácido siríngico 

Ri R2 Ácidos cinâmicos 

H H p-cumárico 

OH H cafeico 

OCH3 H ferrúlico 

OCH3 OCH3 sinápico 

Figura l. Estrutura geral dos ácidos benzóicos e cinâmicos. 

R1 

HO COOH 

R2 

R1 

HO C=C-COOH 
H H 

R2 
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Os estilbenos são 1,2 -diariletenos (Fig. 2). O anel A geralmente possui dois 

grupos hidroxilo na posição meta, enquanto o anel B está substituído por grupos 

hidroxilo e metoxilo nas posições orto, meta e/ ou para. O membro mais abundante 

desta família é o resveratrol abundante em uvas e em amendoins (Cassidy et ai. 2000). 

HO 
B - R 4 

► = / R2 

HO 

R2 R3 R4 Estilbeno 

H H H Pinosilvina 

H H OH Resveratrol 

OH H OH Hidroxi resveratrol 

H OH OH Piceatanol 

H OH OCH3 Rapontigenina 

Figura 2. Estrutura geral dos estilbenos. 

As isoflavonas são um grupo importante de compostos polifenólicos presentes 

sobretudo nas leguminosas e favaceas como a soja. A sua base estrutural é o 

1,2-diarilpropano (Fig. 3). A sua propriedade biológica mais relevante é a semelhança 

com a hormona de mamíferos estrogénio tendo, por isso relevância farmacológica 

(Cassidy et ai. 2000). 

R1 R2 Isoflavona 

H H Daidzeína 

OH H Genisteína 

H OCH3 Gliciteína 

Figura 3. Estrutura das isoflavonas mais abundantes em alimentos. 
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1.2. Compostos flavonóides. 

O grupo de compostos fenólicos mais relevante nos alimentos é o dos 

flavonóides. A este grupo pertence um número alargado de famílias de compostos 

como os flavanóis, os flavonóis, as flavanonas, as flavonas e as antocianinas, que 

diferem no seu padrão de oxidação. 

Os flavonóides são caracterizados pela estrutura C6-C3-C6 com dois anéis 

fenólicos (A e B) e um anel heterocíclico pirânico (C) que os une (Fig. 4). 

Figura 4. Estrutura do núcleo flavânico. 

1.2.1. Antocianinas e antocianidinas. 

As antocianinas são um grupo de compostos que apresentam um papel 

importante na cor dos frutos e cuja estrutura deriva de glucósidos do catião flavílio 

com diferentes graus de hidroxilação e metoxilação. Na sua forma não glicosilada 

denominam-se antocianidinas (agliconas). 

A diversidade estrutural das antocianidinas (agliconas) depende do número e 

posição dos grupos hidroxilo e metóxilo ligados aos anéis aromáticos (A e B). Estas 

substituições interferem na cor apresentada por cada uma das antocianidinas e 

condicionam a sua aplicação como corantes na indústria alimentar (Brouillard 1983). 
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As antocianinas (Fig. 5) podem ainda diferir na natureza, número e posição dos 

açúcares (pentoses, metilpentoses e hexoses) ligados à molécula e na presença e 

natureza de ácidos esteríficados na molécula de açúcar. Na maioria dos casos os 

açúcares ligam-se na posição 0-3 podendo também ocorrer ligação em 0-5 e 0-7. 

R1 R2 Antocianina 

H H Pelargonidina-3-glucósido 

OH H Cianidina-3-glucósido 

OH OH Delfinidina-3-glucósido 

OCH3 H Peonidina-3-glucósido 

OCH3 OH Petunidina-3-glucósido 

OCH3 OCH3 Malvidina-3-glucósido 

Figura 5. Estrutura de antocianidinas 3-glucósido. 

Os açúcares podem ser mono, di e trissacáridos. Estes açúcares podem, como 

foi dito anteriormente, encontrar-se esteríficados com ácidos fenólicos e outros. 

Graças à diversidade de padrões de glucosilação e acilação existem cerca de 300 

antocianinas identificadas na natureza (Goffon et ai. 1991). 

A composição de frutos em antocianinas é muito variada, por exemplo: 

— Uvas (Vitis vinifera): delfinidina, cianidina, petunidina, malvidina e cianidina 

3-0 glucósido (Baldi et ai. 1995); 

— Morango (Fragaria): pelargonidina-3-glucósido (Lopes-da-Silva et ai. 2002); 

— Framboesa (Rubus): cianidina-3-soforósido e cianidina-3-glucósido (Mullen et 

ai. 2002); 

— Mirtilo (Vaccinium): delfinidina, cianidina, petunidina, malvidina e peonidina 

glicosiladas com galactose, glucose e arabinose para formar 15 antocianinas 

diferentes (Káhkõnen et ai. 2003). 

O-Glucose 
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1.2.2. Taninos. 

Segundo Bate-Smith e Swain taninos são compostos hidrossolúveis com pesos 

moleculares entre 500 e alguns milhares de Dalton, que para além das reacções 

normais das moléculas fenólicas, apresentam a capacidade para reagir com alcalóides, 

gelatina e outras proteínas formando precipitados (Bate-Smith et ai. 1962). Esta 

definição exclui um grande número de compostos de menores pesos moleculares que 

anteriormente eram classificados como taninos. Este grupo de compostos que 

precipitam com as proteínas pode ser dividido em taninos hidrolisáveis e taninos 

condensados (proantocianidinas). 

1.2.2.1 Taninos hidrolisáveis. 

Este grupo de compostos tem como base um ácido fenólico, o ácido gálhico 

(taninos gálhicos) e o ácido elágico (taninos elágicos) (Fig. 6A) ligados a uma 

molécula de açúcar. Na maior parte dos casos estes encontram-se na natureza sobre a 

forma de ésteres múltiplos com açúcares, nomeadamente a D-glucose formando 

estruturas complexas como é o caso da l,2,3,4,6-penta-0-galoil-/?-D-glucose 

(Fig. 6B) (Haslam 1989). Esta molécula é a base da biossíntese dos taninos 

hidrolisáveis mais complexos como o ácido tânico encontrado em partes não 

comestíveis de plantas (Haslam 1998). 

Apesar de estarem presentes nas plantas essencialmente nas partes não 

comestíveis como ramos e raízes, estes compostos podem ser introduzidos na dieta 

através de operações tencológicas. Por exemplo, no caso do vinho podem passar da 

madeira para o vinho durante o envelhecimento em barrica. 
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OH 
OH 

« V ^ ÔH 

H 0 \ K 
OH 

II 

OH 

C < % ^ "OH 

A 

Figura 6. Estrutura de: ácido elágico (A) e pentagaloil-glucose (B). 

o=*T o 

Çh0H 
0 H O H O H 

HO' V * "OH 

B 

1.2.2.2. Taninos condensados. Flavanóis. 

Os taninos condensados (proantocianidinas). São polímeros constituídos por 

duas ou mais unidades de flavan-3-ois (Fig. 7). Os flavan-3-ois existem na natureza 

hidroxilados nas posições 5 e 7 do anel A e variam na esterioquímica do carbono 3 do 

anel C e no grau de hidroxilação do anel B. 

3 OH 

Figura 7. Estrutura geral dos flavan-3-ois. 

Os compostos mais simples da família dos flavanóis são as catequinas e as 

galhocatequinas (Fig. 8). 

R1 R2 R3 

(+)-catequina OH H H 

(-)-epicatequina H OH H 

(+)-galhocatequina OH H OH 

(-)-epigalhocatequina H OH OH 

Figura 8. Estrutura dos flavan-3-ois mais abundantes em alimentos. 
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As estruturas poliméricas de flavan-3-ois (proantocianidinas) dividem-se em 

dois grupos: as procianidinas, derivadas de catequina e epicatequina e as 

prodelfinidinas, derivadas de galhocatequina e epigalhocatequina. Os nomes 

procianidinas e prodelfinidinas resultam do facto destes compostos por hidrólise ácida 

originarem respectivamente a cianidina e a delfinidina (Fig. 9) (Bate-Smith 1954). 

)H 

Cianidina; R = H 
Delfinidina; R = OH 

H+ / Qcal 

Oxigénio 

Procianidina; R = H 
Prodelfinidina; R = OH 

Catequina; R = H 
Galhocatequina; R = OH 

Figura 9. Reacção de decomposição das proantocianidinas (Bate-Smith 1954). 

As proantocianidinas diméricas são convencionalmente classificadas de acordo 

com o seu tipo de ligação interflavanólica. Assim existem dois grupos de 

procianidinas diméricas A e B, utiliza-se ainda um subscrito numérico que caracteriza 

a hidroxilação do anel B(Schilling et ai. 1973). 
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As procianidinas diméricas de tipo A possuem uma ligação do tipo C4-C8 

acrescida de uma ligação éter entre o grupo hidroxilo do carbono 5 ou 7 do anel A de 

uma unidade e o carbono 2 do anel pirânico da outra unidade (Fig. 10) (Salagoïty-

Auguste et ai. 1984). 

Figura 10. Procianidinas diméricas de tipo A. Procianidina A2 (C4-C8 e C2-07). 

As procianidinas diméricas de tipo B possuem apenas ligações interflavanólicas 

covalentes entre o carbono 4 de uma unidade flavan3-ol e o carbono 8 ou 6 da outra 

unidade. São ainda classificadas, numericamente, de acordo com a estereoquímica do 

carbono 3 do anel C de cada uma das unidades (Fig. 11). 
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Dímeros C4-C6 

Ri R2 R3 R4 Dímeros C4 -c8 Dímeros C4-C6 

OH H H OH Bi B5 
OH H OH H B2 Bfi 
H OH H OH B3 B7 

H OH OH H B4 B8 

Figura 11. Procianidinas diméricas de tipo B. 

As procianidinas triméricas são também divididas de acordo com o tipo de 

ligação interflavanólica em procianidinas de tipo C (Fig. 12) e D que possuem 

respectivamente duas ligações interflavanólicas de tipo B ou uma de tipo B e outra de 

tipo C. 

Dímeros C4-C8 
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Figura 12. Procianidinas triméricas. Trímero Cl epicatequina-(4|3->8)-epicatequina-(4p->8)-
epicatequina. 

Para além das estruturas monoméricas, diméricas e triméricas existem formas 

mais polimerizadas de proantocianidinas; os oligomeros que apresentam até 6 

unidades de monómeros e os polímeros compostos por mais de 6 monómeros. Em 

ambos podem existir ligações de tipo C4-C8 e C4-C6 que permitem a formação de um 

número ilimitado de isómeros (Fig. 13) (Haslam 1998). 

Figura 13. Estrutura geral de oligomeros e polímeros de proantocianidinas. 
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2. Distribuição de compostos polifenólicos na natureza e em alimentos. 

A distribuição de compostos polifenólicos na alimentação humana tem vindo a 

ser estudada de forma a verificar se os efeitos farmacológicos detectado in vitro 

podem ocorrer em sistemas biológicos. Apesar dos compostos fenólicos serem 

estruturalmente muito diversos e distribuídos por um número alargado de espécies 

vegetais, os elementos deste grupo presentes em quantidade significativa na dieta 

humana não são muito variados. As principais fontes de polifenóis a dieta humana são 

alimentos vegetais (cereais, frutas e legumes) e os seus derivados (sumo, vinho, 

cerveja e chá). 

O processamento alimentar pode alterar bastante a composição polifenólica de 

um produto final diminuindo ou aumentando o teor total de compostos fenólicos ou 

alterando a composição qualitativa. Por exemplo a maça possui um conteúdo 

relativamente elevado de quercetina (1 mg g"1 peso fresco) totalmente presente na 

casca, o fruto descascado não possui qualquer outro flavonol (Burda et ai. 1990); por 

outro lado a prensagem usada para produzir alguns sumos de maça pode aumentar 

bastante o conteúdo fenólico por extracção de fenóis, por exemplo floridzina, das 

grainhas (Spanos et ai. 1992). A determinação consensual do conteúdo de polifenóis 

na dieta humana ainda não foi conseguida, principalmente, por duas razões: 

• Variabilidade nas técnicas analíticas (Tabela 1): a determinação de 

compostos fenólicos é geralmente efectuada por cromatografia recorrendo a 

padrões de compostos puros ou por ensaios colorimetricos como o método de 

Folin-Ciocalteu. A determinação cromato gráfica é limitada pela 

disponibilidade de padrões, indisponíveis para produtos de oxidação e formas 

altamente polimerizadas, e pelos limites de detecção da técnica que 

quantifica cada composto individualmente (Santos-Buelga et ai. 2000). Os 

métodos colorimetricos são afectados pela presença de outros agente 

redutores, como ácido ascórbico e antioxidantes exógenos que podem 

originar erros por excesso. Este composto chega a representar 40 % do teor 

total de compostos redutores em alguns legumes. (Souci et ai. 1986). 

• Variabilidade na dieta humana: sabendo que os compostos fenólicos estão 

presentes em frutos e legumes o seu consumo ao longo do ano depende 
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muito da disponibilidade de frutos frescos. Assim o consumo polifenólicos 

varia ao longo do ano e de acordo com a distribuição geográfica. As 

preferências pessoais são ainda outro facto que afecta a quantidade e tipo de 

polifenóis consumidos; por exemplo na Holanda realizou-se um estudo 

comparativo em que se verificou que o consumo de quercetina variava entre 

3 e 34 mg /dia (Hertog et ai. 1993). 

Mesmo com estas limitações é possível traçar algumas generalidades sobre o 

consumo de polifenóis. A sua principal fonte na dieta humana são as frutas e bebidas: 

sumo, chá, vinho tinto, cerveja e café; exceptuando na Ásia onde a maior parte do 

consumo se dá a partir de soja e produtos derivado (molho de soja, tofu, etc) (Kirk et 

al. 1999). O consumo diário total é cerca de 1 g / dia quando é realizada uma dieta 

equilibrada, incluindo legumes frescos e frutos. Deste valor 1/3 é composto por ácido 

fenólicos e 2/3 são flavonóides; esta estimativa pode variar sobretudo graças ao 

consumo de café que aumenta o teor de ácido fenólicos na dieta (Scalbert et ai. 2000). 

Os flavonóides consumidos em maior extensão são as proantocianidinas (distribuição 

generalizada) e as antocianinas (principalmente em frutos vermelhos) (Rasmussen et 

ai. 2005). No âmbito do presente trabalho é relevante abordar a distribuição quer de 

taninos condensados, quer de taninos hidrolisáveis. 
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Tabela 1. Teores polifenólicos totais de alimentos comuns determinados por cromatografia e 
por colorimetria após reacção de Folin (Scalbert et ai. 2000). 

Fenóis totais 

Cromatografia 

Alimento, quantidade 

Vegetais 

Reacção de Folin 
Ciocalteu a 

Batata, 200 g 28 57 
Tomate, 100 g 8 37 
Alface, 100 g 9 23 
Cebola, 20 g 7 18 

Bebidas 
Maça, 200 g 

Sumo de laranja, 100 
mL 

239 

22 

440 

75 

Vinho tinto, 125 mL 97 225 
Café, 200 mL 150 179 

Outros 
alimentos 

Chá preto, 200 mL 138 200 

Chocolate preto, 20 g 102 168 

a) indice não unitário de Folin expresso com base em padrões de catequina ou ácido gálhico. 

2.1. Distribuição de taninos hidrolisáveis nos alimentos. 

Os taninos hidrolisáveis estão presentes em reduzida quantidade em alimentos. 

Os ácidos gálhico e elágico são pouco abundantes em legumes e nas partes 

comestíveis de plantas de fruto. Geralmente nenhum dos dois existe sob a forma livre 

mas formando taninos gálhicos e elágicos. Em algumas plantas como Punicum 

granatum (romã) são abundantes nas partes não comestíveis do fruto no entanto o 

processamento, nomeadamente a prensagem, pode levar ao seu aparecimento em 

sumos (Clifford et ai. 2000). 

Um estudo realizado com as partes comestíveis de diversos frutos permitiu 

concluir que apenas em morangos, framboesas e mirtilos existiam taninos elágicos 

detectáveis por HPLC-UV. Ainda assim as quantidades detectadas neste e em outros 

estudos estão entre 0,5 e 10 mg / g de fruto fresco (Daniel et ai. 1989). O chá é uma 

bebida particularmente rica em flavanóis que também contêm alguns taninos gálhicos 

e elágicos. Em folhas de chá, chá verde e chá oolong comercial foram já identificados 
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os taninos gálhicos (1-O-galoil-P-D-glucose e l,4,6-tri-0-galoil-[3-D-glucose e um 

tanino elágico l-0-galoil-4,6-(S)-hexahidroxidifenil-P-D-glucose) (Nonaka et ai. 

1984). 

A determinação da ingestão diária média de taninos hidrolisáveis é bastante 

difícil sobretudo devido a diferenças nos padrões alimentares. Ainda assim apresenta-

se em seguida a estimativa para países do sul da Europa proposta por Clifford e 

Scalbert (Clifford et ai. 2000): 

A ingestão a partir de vinhos é residual já que a quantidade de taninos elágicos 

em uvas é muito reduzida e a maioria do vinho não é envelhecido em madeira de 

carvalho nova na qual existe um teor elevado de taninos elágicos. Assim, a ingestão é 

sobretudo de frutos vermelhos em particular de morangos. Assumindo um consumo 

de 1,7 kg por ano (para a população francesa) e um consumo idêntico de produtos 

derivado de morango, a quantidade de taninos hidrolisáveis ingerido é apenas de 0,4 

mg por dia de ácido elágico, não se sabendo que percentagem deste se encontra sobre 

a forma de taninos elágicos. Este valor é residual quando comparado com o teor diário 

de flavonóides, em particular flavanóis. 
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2.2. Distribuição de taninos condensados (proantocianidinas) nos alimentos. 

Como foi referido a quantidade de proantocianidinas ingeridas corresponde a 

mais de metade do total de compostos polifenólicos ingeridos diariamente. Esta 

ingestão deve-se à sua grande abundância em vegetais mas sobretudo à sua 

distribuição alargada quer em legumes quer em frutas (Tabela 2). 

Tabela 2. Distribuição e grau de polimerização de proantocianidinas em alimentos. (Gu et ai. 
2004). 

1 
Alimento 

Grau de polimerização 

2 3 4-6 7-10 >10 
(mg/100 g peso fresco de alimentos ou mg/L bebidas) 

Total Tipoa 

Mirtilo 4,0 ± 1,5 7,2 ± 1,8 5,4 ± 1,2 19,6 ± 3,4 14,5 ± 2 129,0 ± 47,3 179,8 ± 50,8 PC 

Groselha 0,9 ± 0,2 2,9 ± 0,4 3,0 ± 0,3 10,6 ± 1,7 9,9 ± 1,4 122,4 ± 28 147,8 + 33 PC, PD 

Arando 7,3 ± 1,5 25,9 ± 6,1 18,9 ± 3,4 70,3 ± 13,1 62,9 ± 14,7 233,5 + 49,1 418,8 ± 75,3 A, PC 

Morango 4,2 ± 0,7 6,5 ± 1,3 6,5 ± 1,2 28,1 ± 6,5 23,9 ± 3,5 75,8 + 13,4 145,0 ± 24,9 PP, PC 

Maçab 
9,6 ± 0,9 13,8 ± 0,6 9,3 ± 0,4 30,2 ± 1,2 25,4 + 1,2 37,6 ± 2,6 125,8 ± 6,8 PC 

Sumo de Maçab 1 ± 0 2 ± 0 1 ± 0 4 ± 0 1 ± 0 ± ND 9 ± 0 PC 

Pêra 2,7 ± 1,5 2,8 ± 1,3 2,3 ± 0,9 6,5 ± 1,9 4,6 ± 1 13,1 ± 11,3 31,9 ± 7,8 PC 

Ameixa 11,4 ± 3,4 31,5 ± 7,4 23,9 ± 5,1 58,0 ± 12,5 33,8 t 11,9 57,3 ± 24,4 215,9 ± 50,7 A, PC 

Pêssego 4,7 ± 1,4 7,0 ± 2,2 5,0 ± 1,4 17,7 ± 5,5 10,9 ± 3,7 22,0 ± 7,7 67,3 ± 20,9 PC; 

Abacate 1,0 ± 0,8 1,5 ± 0,8 1,4 ± 0,4 3,2 ± 0,8 0,4 ± 0,7 ± ND 7,4 t 4,3 A, PC 

Sorgo 27,8 ± 1,2 78,2 ± 3,4 99,2 ± 7,7 585,5 ± 50 734,3 ± 69,3 2440,4 ± 271 3965,4 ± 402,5 PC 

Cevada 11,0 + 0,3 21,4 ± 1,1 14,6 ± 1 27,2 ± 0,6 ± ND ± ND 74,2 t 3 PC 

Avelã 9,8 ± 1,6 12,5 ± 3,8 13,6 ± 3,9 67,7 ± 20,3 74,6 ± 21,9 322,4 ± 102,5 500,7 ± 152 PC, PD 

Pistachio 10,9 ± 4,3 13,3 ± 1,8 10,5 ± 1,2 42,2 ± 5,2 37,9 ± 4,9 122,5 ± 37,1 237,3 ± 52 PC, PD 

Amêndoa 7,8 ± 0,9 9,5 ± 1,6 8,8 ± 1,7 40,0 ± 8,5 37,7 ± 8,4 80,3 ± 28,1 184,0 ± 48,2 PP, PC 

Noz 6,9 ± 3,4 5,6 ± 0,9 7,2 ± 1,2 22,1 ± 3,3 5,4 ± 0,8 20,0 ± 9,3 67,3 ± 14,7 PC 

Amendoin 5,1 ± 1 4,1 ± 0,7 3,7 ± 0,5 2,8 ± 0,2 ± ND ± ND 15,6 ± 2,3 A, PC 

Manteiga de Amendoim 2,0 ± 0,9 3,0 ± 0,7 8,1 ± 3,5 ± ND ± ND ± ND 13,2 ± 5,2 A, PC 

Chocolate Preto 31,4 ± 0,2 31,2 ± 0,9 21,1 ± 0,8 55,5 ± 3,5 38,5 ± 3 68,2 ± 8,8 246,0 t 0,3 PC 

Chocolate de Leite 26,9 ± 3 26,2 ± 2,5 19,3 ± 2,6 51,4 ± 9,8 35,3 ± 7,2 32,8 ± 9,2 192,0 t 28,8 PC 

Cerveja 4 ± 0 11 ± 1 3 ± 0 4 ± 0 ± ND ± ND 23 t 2 PC, PD 

Vinho Tinto 20 ± 1 40 ± 1 27 ± 1 67 ± 2 50 i: 1 110 ± 2 313 t 5 PC, PD 

Sumo de Uva 18 ± 0 34 ± 0 19 ± 0 80 ± 0 69 ± 0 303 ± 2 524 ± 2 PC, PD 

Grainha de Uva (seca) 660,3 ± 8,3 417,3 ± 4,8 290,2 ± 4,5 664,0 ± 8,2 400,3 ± 31,3 1100,1 ± 86,3 3532,3 t 105,8 PC 

a) tipo: PP-propelargonidinas; PC-procianidinas; PD- prodelfínidina; A-polímeros com ligação de 

b) Maça Red Delicious com casca; Sumo de maça Red Delicious sem casca 

tipo A 
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Esta ingestão faz supor que os efeitos benéficos do consumo de polifenóis se 

devem, pelo menos em parte, à presença de proantocianidinas. As proantocianidinas 

encontradas de alimentos apresentam uma gama alargada de graus de polimerização e 

pertencem aos grupos das procianidinas e das prodelfinidinas. 

Como se observa da tabela 2 (Gu et ai. 2004) de um modo geral a concentração 

de proantocianidinas nos alimentos aumenta com o seu grau de polimerização. No 

entanto, estudos recentes apontam para uma maior absorção dos compostos com um 

grau de polimerização inferior a 3, indicado que serão estes os que apresentam maior 

actividade intraplasmática. (Deprez et ai. 2001). 

A metabolização das formas polimerizadas a formas mais simples, absorvíveis, 

ainda não foi inequivocamente provada. Existem estudos que apontam para a 

decomposição de procianidinas de chocolate em ambiente gástrico simulado (Spencer 

et ai. 2000). Por outro lado, existem estudos que referem a estabilidade in vivo (em 

rato) de procianidinas diméricas e oligoméricas não estando disponíveis para absorção 

(Donovan et ai. 2002; Gonthier et ai. 2003). 

Caso esta a degradação em estruturas monoméricas não ocorra as 

proantocianidinas permanecerão no estômago e intestino durante períodos alargados 

de tempo. A presença em grande quantidade e por algum tempo no tubo digestivo 

conjugada com a sua capacidade para complexar com proteínas faz destes compostos 

potenciais inibidores de enzimas digestivas. 
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3. Interacção entre Polifenois e Proteínas. 

Na origem do nome tanino dado a alguns compostos fenólicos está a sua 

capacidade de, para além das reacções normais das moléculas fenólicas, interagirem 

com proteínas (Haslam et ai. 1988). A interacção polifenol-proteína tem vindo a ser 

largamente estudada. Os modelos utilizados reflectem as aplicações e relevância 

biológica de polifenois. Para investigadores da área da transformação de peles, o 

colagénio e a gelatina são bons modelos da transformação de pele animal em couro, 

para estudos na área médica é comum serem utilizadas as proteínas ricas em prolina 

(Luck et ai. 1994) ou a albumina sérica bovina (Carvalho et ai. 2004). Não existe um 

modelo amplamente aceite para a indústria alimentar como tal abordaremos os 

resultados obtidos com outros modelos extrapolando para o que ocorre nos 

alimentares. 

Por análise da diversidade estrutural dos compostos fenólicos e das proteínas 

constata-se que existem vários tipos de ligações que se podem estabelecer entre 

ambos e que podem justificar a formação de complexos proteína-polifenol. Estas 

interacções são as hidrofóbicas, as pontes de hidrogénio, as ligações iónicas e as 

covalentes. De entre estas as duas primeiras são as mais importantes e por essa razão 

têm sido as mais estudadas. 

Ligações hidrofóbicas 

A ligação de taninos a proteínas como a gelatina apresenta características 

interessantes como a fixação de quantidades elevadas de tanino por unidade de massa 

de proteína. Esta propriedade parece estar relacionada com quantidade de resíduos de 

aminoácidos apoiares da gelatina que compõem cerca de 50 % do seu conteúdo total 

de aminoácidos (Singleton et ai. 1965). 

Verificou-se que os detergentes e alguns solventes orgânicos podem diminuir 

parcialmente a formação de agregados entre taninos e gelatina (Goldstein et ai. 1965). 

De particular importância são os detergentes não-iónicos como o Tween 80 que 

apresenta um carácter hidrofóbico elevado e que, para além de dissociar facilmente 

complexos entre polifenol e proteína, tem ainda a capacidade para estabelecer 
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associações hidrofóbicas com proteínas substituindo as moléculas polifenólicas nos 

agregados (Oh 1978). 

Também foi verificada a associação entre compostos polifenólicos com 

polietilenoglicol (PEG). Este composto de carácter totalmente aproteíco apresenta à 

sua superfície vários grupos metileno que parecem ser responsáveis pela interacção 

com as moléculas de tanino (Metche et ai. 1980). 

Pontes de hidrogénio 

As ligações por pontes de hidrogénio foram sugeridas como responsáveis pela 

reversibilidade da complexação polifenol-proteína que se verifica após a adição de 

ureia e cafeína (Mejbaum-Katzenellenbogen et ai. 1959). 

Outros estudos sobre a reversibilidade da interacção entre polifenol e proteína 

utilizando proantocianidinas mostraram a relevância das ligações de hidrogénio 

(Loomis 1974; Van Sumere et ai. 1975). Estas ligações poder-se-ão estabelecer entre 

os átomos de hidrogénio dos grupos hidroxílo dos anéis fenólicos e os grupos 

carbonilo das ligações peptídicas e ainda entre os oxigénio dos referidos grupos 

hidroxílo e os grupos amina das ligações peptídicas. Poderão ainda estabelecer-se 

ligações de hidrogénio com as cadeias laterais de alguns aminoácidos polares. 

Considerando estes dois tipos de interacção ainda subsiste a dúvida acerca da 

natureza exacta da interacção entre compostos polifenólicos e proteínas. No entanto, 

para a maioria dos taninos, nomeadamente para os de maior peso molecular, as 

interacções hidrofóbicas parecem ser determinantes. Supõe-se que a interacção é 

efectuada principalmente pelo emparelhamento dos anéis polifenólicos em estruturas 

planares de proteínas, esta interacção é reforçada pela sua cooperatividade e pelas 

ligações de hidrogénio (Charlton et ai. 2002). 

Foram efectuados estudos usando várias metodologias para avaliar a interacção 

entre proteínas e polifenóis (Hagerman et ai. 1981; Haslam et ai. 1988; Makkar et ai. 
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1995; Siebert et al. 1998; Charlton et al. 2002; Carvalho et al. 2004). Corn base nos 

resultados destes estudos confirmou-se um modelo anteriormente proposto para a 

interacção (Haslam et ai. 1988), apresentado na figura 14. 

A baixas concentrações de proteína 14A existirá um grande excesso de tanino. 

Cada molécula polifenólica poderá associar-se em pontos distintos da proteína criando 

uma camada exterior com menor hidrofilicidade do que a proteína forçando esta a sair 

de solução e precipitar. 

No caso de se verificarem concentrações mais elevadas de proteína 14B existe a 

possibilidade de os polifenóis actuarem como ponte entre moléculas proteicas levando 

à formação de micelas (agregados) que poderão na parte externa ficar cobertas de 

moléculas polifenólicas levando à sua precipitação. 

Precipitação 

Figura 14. Mecanismo de formação de agregados polifenol-proteína. A baixas 
concentrações de proteína A e a altas concentrações de proteína B. Adaptado de Haslam 
(Haslam et ai. 1988). 
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Os estudos de interacção polifenol-proteína não têm sido suficientes para 

explicar as razões para a ocorrência destas interacções mas têm permitido avaliar o 

efeito na interacção de alguns dos factores estruturais e do meio. 

3.1. Efeito da estrutura da proteína. 

A dimensão da proteína é um factor importante da interacção entre polifenóis e 

proteínas. Proteínas e péptidos naturais e de síntese com pesos moleculares inferiores 

a 20 000, exceptuando histatinas, têm pouca afinidade para complexar com 

procianidinas (Hagerman et ai. 1981; Yan et ai. 1995). A presença de alguns resíduos 

de aminoácidos como prolina, hidroxiprolina, arginina e histidina induz uma maior 

ligação entre proteína e polifenol. Para o caso de prolina a presença de um azoto como 

substituinte adjacente ao grupo carbonilo da ligação peptídica permite a este formar 

ligações de hidrogénio mais fortes por aumento do seu carácter nucleofílico 

(Hagerman et ai. 1981). Assim se justifica a maior afinidade de proteínas com maior 

conteúdo em prolina (PRPs) para com procianidinas de uva do que proteínas 

globulares com reduzido teor em prolina (BSA) (Carvalho et ai. 2004). Foi também 

verificado que as proteínas de pequena dimensão histatinas, ricas em histidina, 

possuem elevada capacidade para interagir com ácido tânico e taninos condensados 

(Yan et ai. 1995). Para o caso de histidina um aumento da capacidade para formar 

pontes de hidrogénio não parece ser o mais relevante; o carácter apolar destes 

resíduos é apontado como causa para a sua elevada capacidade para complexar com 

procianidinas (Burley et ai. 1988). 

A rigidez estrutural da proteína está inversamente relacionada com a sua 

capacidade para formar complexos com moléculas de procianidinas. Assim, proteínas 

com estrutura terciária em hélice tripla ou em "random coil" apresentam uma 

afinidade superior para polifenóis (Hagerman et ai. 1981). A flexibilidade estrutural 

permitirá a uma proteína estabelecer maior número de ligações com polifenóis já que 

os resíduos apoiares tornam-se mais acessíveis para estabelecer ligações hidrofóbicas 

com os anéis dos polifenóis (de Freitas et ai. 2001) 
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3.2. Efeito da estrutura do tanino. 

Geralmente a capacidade de taninos condensados para formar agregados com 

proteínas aumenta com o seu aumento de peso molecular para valores até 3000 Da. 

O aumento do peso molecular leva a um aumento do carácter apolar (aumento de 

anéis aromático) facilitando as interacções hidrofóbicas com as proteínas. 

Simultaneamente este aumento do número de unidades monoméricas permite um 

aumento do número total de grupos hidroxilo. O aumento de peso molecular não é, 

por si só, suficiente para que ocorra um aumento da interacção entre proteínas e 

compostos polifenólicos. Para polímeros de (-)-epicatequina a rigidez estrutural da 

ligação interflavanólica leva a que o aumento da formação de agregados seja inferior 

do que para polímeros de (+)-catequina. Assim conclui-se que a flexibilidade 

estrutural das unidades monoméricas das proantocianidinas é necessária para que 

ocorra a sua interacção com as proteínas (de Freitas et ai. 2001). 

Para polifenóis de baixo peso molecular a interacção restringe-se a uma pequena 

superfície da proteína não permitindo baixar a sua solubilidade de forma significativa 

(Baxter et ai. 1997). A presença de grupos galhato nas moléculas de proantocianidinas 

também potencia a interacção com proteínas, pensa-se que esta acção se deve a um 

aumento do número de grupos hidroxilo disponíveis no polifenol para estabelecer 

pontes de hidrogénio com os grupos carbonilo da proteína (de Freitas et ai. 2001). 

3.3. Efeito do pH. 

Para proantocianidinas, o aumento de pH até 8 não afecta a interacção (Sumere 

1975), acima deste limite as procianidinas perdem poder tanante. De referir que as 

procianidinas são ácidos fracos com pKa acima de 8 (Vernhet et ai. 1996) assim, a pH 

superior a 8 ocorrerá a perda de átomos de hidrogénio passando os polifenóis e as 

proteínas a ter cargas semelhantes, negativas impedindo a sua interacção. 

A formação de complexos entre proteína e taninos é favorecida a pHs próximos 

do ponto isoeléctrico da proteína, a este pH a repulsão electroestática das moléculas 

proteicas é minimizada (Hoon-Il et ai. 1987) e a formação de pontes de hidrogénio é 
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maximizada (Van Buren et al. 1969). Assim proteínas globulares ácidas como 

albumina sérica bovina têm maior afinidade para polifenóis a pH ácido e proteínas 

básicas como lisozima têm maior afinidade a pH básico (Hagerman et ai. 1978). 

3.4. Efeito da Força Iónica. 

A relação da capacidade de interacção com a força iónica está ainda por provar. 

Existem neste momento resultados controversos acerca deste tema. Com taninos 

condensados interagindo com BSA verificou-se que entre forças iónicas de 0,05 e 5 M 

não há variação da interacção (Hagerman et ai. 1978). Outros autores nas mesmas 

condições demonstraram que a pH 3 o aumento da concentração de sais leva a um 

aumento da turbidez (medida da formação de agregados), a pH 4 não há efeito do 

aumento da força iónica e a pH 5 ou superiores ocorre uma diminuição da turbidez 

(Oh et ai. 1987). Os estudos mais recentes demonstram que a pH 7 ocorre um 

aumento da turbidez quando se usam procianidinas de uva e se avalia o efeito sobre a 

interacção com Albumina Sérica Bovina(de Freitas et ai. 2001). Uma possível 

explicação para este facto é a adsorção de iões cloreto à superfície do polifenol; dado 

que as procianidinas apresentam carga positiva ou neutra a pH neutro a adsorção de 

aniões diminui o seu carácter hidrofóbico que parece ser essencial para a formação de 

complexos com proteínas. Por outro lado, a adsorção de iões cloreto pode ocorrer 

após a interacção entre a procianidina e a proteína; neste caso poderá ser responsável 

pela solubilização deste por aumento do seu carácter hidrofílico. 
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4. Efeitos de compostos fenólicos sobre enzimas digestivas. 

As propriedades antinutricionais de polifenóis são uma das características 

menos estudadas destas moléculas. Os estudos efectuados até ao momento que 

relacionem, em humanos, a ingestão de polifenóis com efeitos adversos na digestão 

ou absorção de nutrientes são escassos. 

Com base em dados nutricionais em ciências veterinárias é possível admitir que 

estes efeitos existem. A alimentação de ruminantes com vegetação rica em 

procianidinas apresenta algumas desvantagens para a produção de gado, diminui a 

quantidade de alimento ingerida por diminuição da palatibilidade, diminui o valor 

nutritivo de outros componentes da dieta nomeadamente cereais, diminui o ganho de 

peso e produtividade de leite em bovinos (McNabb et ai. 1993; Makkar 2003; 

Mueller-Harvey 2006). Estudos efectuados em ratos indicam que polifenóis de soja, 

de feijão e de favas aumentam a percentagem de aminoácidos ingeridos que são 

eliminados nas fezes indicando diminuição da digestibilidade da dieta ingerida (Gilani 

et ai. 2003). Também são referidas perdas na digestibilidade de parede celular por 

parte de bactérias no estômago de ruminantes, pensa-se que os polifenóis complexam 

com as enzimas microbianas secretadas pelas bactérias endógenas inibindo-as ou, em 

alternativa, ligam-se aos carbohidratos da parede celular das plantas ingeridas 

diminuindo a sua digestão (Reed 1995). 
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4.1. Acção sobre Glicosidases. 

A inibição de glicosidases por polifenóis tem vindo a ser extensamente relatada 

e o interesse nesta acção está sobretudo relacionado com seu o potencial para 

controlar a diabetes. Sabe-se que, usando a-glucosidase solubilizada (a forma 

intestinal está ligada à membrana luminal das vilosidade), é possível detectar inibição 

da enzima com extractos de antocianinas aciladas de variados frutos e tubérculos. 

Foram identificados compostos com actividade inibitória em Pharbitis nil, Ipomoea 

batatas (Matsui et ai. 2001), Alstonia scholaris (Jong-Anurakkun et ai. 2007), Piper 

longum (Pullela et ai. 2006), Tournefortia hartwegiana (Ortiz-Andrade et ai. 2007) 

Pinus densiflora (Kim et ai. 2004). Estes resultados indicam que a ingestão de 

extractos de antocianinas poderá permitir controlar o índice glicémico pós-prandial. 

Em estudos subsequentes os extractos com maior poder inibitório estudado 

foram fraccionados de modo a obter os compostos que efectivamente inibiam a 

enzima. Verificou-se que a capacidade de inibição decrescia na ordem pelargoidina> 

peonidina > cianidina. Observou-se ainda que a desacilação de antocianinas diminuía 

consideravelmente o seu poder inibitório para a a-glucosidase (Matsui et ai. 2001). 

Estudou-se ainda a possibilidade destas mesmas formas aciladas (diaciladas) de 

antocianinas de frutos serem suficientemente activas para reduzir o efeito 

hiperglicémico em ratos. Concluiu-se que a peonidina 3-0-[2-0-(6-0-E-feruloil-(3-D-

glucosil)-6-0-E-cafeoil-P-D-glucosil]-5-0-p-D-glucose de Ipomoea batatas cv. 

Ayamurasaki é um potente inibidor da degradação de maltose (glucose-glucose) e não 

de sacarose (glucose-frutose). À concentração de 100 mg Kg " conseguiu inibir em 17 

% o aumento da concentração de glucose no sangue após ingestão de maltose 

(2 g Kg_1) (Matsui et ai. 2002). 
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Num estudo mais recente usando antocianinas extraídas de morango 

comprovaram-se estes resultados com a-glucosidase e testou-se a a-amilase tendo-se 

verificado inibição com ambas as enzimas. As antocianinas são responsáveis pela 

maior parte da inibição de a-glucosidase mas são responsáveis por apenas 25 % da 

inibição observada para a amilase. A fracção fenólica não antocianica revelou um 

poder inibitório de a-amilase 3 vezes superior ao da fracção antocianica. Esta fracção 

foi analisada por LC-MS tendo-se verificado tratar-se de taninos elágicos 

(hidrolisáveis) dos quais se destacam Sanguiina H6, Sanguiina H10 e Lambertianina 

C e seus produtos de degradação (McDougall et ai. 2005). Provou-se que, apesar de 

ambas as enzimas serem inibidas por compostos fenólicos de morango, a natureza 

estrutural dos inibidores é diferente para cada enzima. Estes resultados indicam que a 

interacção entre polifenóis e enzimas responsável pela inibição destas últimas 

apresenta especificidade contrariamente ao anteriormente assumido (McDougall et ai. 

2005). 

4.2. Acção sobre Lipases. 

A inibição por polifenóis de lipases tem vindo a ser alvo de estudo dado o 

interesse existente na sociedade actual em métodos naturais e simples para controlo da 

obesidade e deslipidemias. De entre os efeitos geralmente atribuídos aos polifenóis de 

chá estão as propriedades antiobesidade e hipocolesterolemicas (Koo et ai. 2004). 

A lipase pancreática, essencial para o metabolismo de lípidos na dieta é o alvo 

preferencial para a inibição da digestão/absorção de lípidos. A sua inactivação implica 

a diminuição ou paragem completa da absorção de lípidos no intestino (Nakai et ai. 

2005). Num estudo extensivo das propriedades inibitória de polifenóis de chá sobre a 

actividade de lipase pancreática foram estudados 54 polifenóis presentes em chá semi-

fermentado (oolong). Foi comparada a concentração de composto que é necessária 

para a obtenção de uma redução de actividade de enzima de 50 %. 
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Verificou-se que de entre os polifenóis mais abundantes em extracto de chá, os 

mais activos na inibição de lipase são a epigalhocatequina-galhato (EGCG) e a 

galhocatequina-galhato (GCG). Verificou-se que para ambos os compostos os 

derivados digaloilados (epigalhocatequina 3,5 di-O-galhato e galhocatequina 3,5 di-

O-galhato) eram ainda mais activos na inibição da lipase pancreática. Este padrão de 

aumento de inibição com a galoilação não foi consistente ao longo de toda a gama de 

polifenóis estudada. De facto taninos hidrolisáveis que possuem vários grupos galhato 

inibem a lipase pancreática em muito menor extensão. 

Para além destes compostos fenólicos simples foram estudados compostos de 

maiores dimensões tendo-se verificado que oolongteanina 3-O-galato (Mw = 942) e 

oolonghomobisflavano A (Mw = 929) apresentam maior capacidade inibitória do que 

os polifenóis derivados de catequina presentes no chá. No mesmo trabalho foi 

efectuado um estudo que comparava o poder inibitório total de chá (oolong), de 

extracto de polifenóis poliméricos (EPPC) de chá e de EPPC tratado com tanase, de 

forma a gerar a despolimerização. Concluiu-se que existe uma clara relação entre o 

grau de polimerização dos polifenóis de chá e o seu poder inibitório. O EPPC tratado 

com tanase possuía um IC50 de 1,38 ug mL"1 enquanto que o EPPC não tratado possui 

um IC50 de 0,28 ug mL"1 (Nakai et ai. 2005). 

Num outro estudo foi testado o efeito de polifenóis de chá extraídos com acetato 

de etilo a partir de chá verde fresco. Verificou-se que este extracto composto 

maioritariamente por EGC e EGCG, inibia lipase pancreática em 34 % ( a 0,05 g L " ). 

(He et ai. 2007). 

Um extracto de grainhas de uva foi utilizado como inibidor de lipase 

pancreática e de lipoproteina lipase. Verificou-se que para a lipase pancreática 1 g L " 

de extracto de grainhas inibia a enzima a 80 % da sua actividade. Para a lipoproteina 

lipase esta mesma concentração só inibe a enzima em 30 % (Sanchez-Moreno et ai. 

2003). Neste trabalho não foi efectuada uma caracterização do extracto nem elucidada 

a relação da inibição com a composição em polifenóis daí que não se possa dizer com 

certeza a que classe de compostos polifenólicos se deve a inibição. 
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4.3. Acção sobre Proteases. 

A inibição da digestão de proteínas pode ser benéfica para a saúde na medida 

em que diminui o valor calórico total de uma refeição e abranda a digestão da mesma 

levando a uma sensação de saciedade pela passagem do bolo alimentar através do 

tracto gastrointestinal (McDougall et ai. 2005). O interesse para a saúde humana da 

inibição de proteases digestivas é menos claro do que para a inibição de lipases e 

glicosidases. A reserva de aminoácidos no homem é reduzida e uma diminuição na 

sua absorção pode provocar o catabolismo de proteínas internas (Reeds et ai. 1994). 

Esta indefinição quanto ao interesse da inibição de proteases digestivas tem limitado o 

estudo nesta área. Ainda assim existem algumas evidências para a capacidade 

inibitória de polifenóis sobre proteases digestivas. 

Foram realizados estudos com extractos de polifenóis de pêras, cacau e lentilhas 

tendo-se verificado que inibiam a tripsina. No entanto a sua composição fenólica não 

foi elucidada correctamente, supondo-se que teriam proantocianidinas ou taninos 

condensados (Quesada et ai. 1996). Um grande número de estudos foram efectuados 

com polifenóis de várias fontes, em particular do chá, para testar a inibição de 

metaloproteases que actuam na fixação de tumores e na sua invasão de tecidos. 

Os resultados obtidos indicam existir inibição mas não foi ainda possível elucidar se 

esta se deve à actuação sobre as enzimas ou à quelatação de metais, cofactores destas 

enzimas (McDougall et ai. 2005). 

Uma enzima já estudada com alguma profundidade é a pepsina que actua no 

estômago clivando resíduos de aminoácidos de péptidos e proteínas, esta enzima é 

responsável pela hidrólise de 10 a 20 % da proteína total consumida (Insel et ai. 

2004). Usando uma solução de hemoglobina e um extracto de polifenóis simples de 

chá detectou-se uma inibição de 32 % da actividade de pepsina sobre a hemoglobina 

(He et ai. 2007). No entanto, um outro estudo usando polifenóis simples (resveratrol, 

catequina, epigalhocatequina-3-galhato e quercetina) e bebidas (chá e vinho tinto) e 

três métodos de determinação diferentes mostrou existir um aumento de actividade de 

pepsina na presença de polifenóis (Tagliazucchi et ai. 2005). 
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4.4. A protease pancreática tripsina. 

A enzima tripsina (EC 3.4.21.4) é uma protease de serina presente no intestino 

delgado onde actua na degradação de proteínas clivando de forma específica a ligação 

peptídica entre aminoácidos de arginina e de lisina na extremidade carboxílica. 

Para além deste substrato natural a tripsina pode clivar substratos sintéticos como a 

N-Benzoil-L-Arginina Etil Ester (BAEE) e N-Benzoil-DL-arginina-/?-nitroanilida 

(BApNA) originando compostos corados que são utilizados na determinação da sua 

actividade (Fig. 15). Este ultimo foi desenvolvido em 1961 (Erlanger et ai. 1961) e 

tem sido usado para seguir várias reacções enzimáticas e não enzimáticas em que 

ocorre degradação de ligações éster. 
0,N 

NH 

NH, 

NH 

O' í - H 
HN 

Tripsina 

NH, 

Figura 15. Clivagem de ligações peptídicas por tripsina num péptido natural (A) e num 
péptido sintético usado para quantificação da sua actividade, BApNA (B). 
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No caso da tripsina foi já utilizado na pesquisa de actividade tríptica (Volpicella 

et ai. 2003; Mueller et ai. 2007; Souza et ai. 2007), para estudar as diferentes 

isoformas da enzima (Outzen et ai. 1996; Oppert 2006) e na busca de inibidores da 

mesma (Novillo et ai. 1997; Vaccari et ai. 1998; Souza et ai. 2007). 

Para além da digestão de proteínas ingeridas a tripsina é responsável pela 

activação de outras enzimas digestivas envolvidas na degradação de outros nutrientes 

por clivagem de zimogéneos dando origem às formas activas (Neurath et ai. 1976) 

num fenómeno em cascata. 

Como todas as enzimas digestivas de mamíferos é activa à temperatura de 37°C. 

O seu pH óptimo situa-se entre 7 e 8 e é inactivada para pH inferior a 4. 

A composição em aminoácidos de tripsina é conservada na maioria dos 

mamíferos. As tripsinas de porco, boi e rato são sequencialmente idênticas à humana 

em 78, 75 e 82 % respectivamente. A nível estrutural é uma proteína globular 

(Fig. 16) sendo que a tripsina de porco é, de entre as formas comercialmente 

disponíveis, a mais semelhante à humana com 222 aminoácidos iguais em 246 

aminoácidos totais (Gaboriaud et ai. 1996). 

Figura 16. Representação estrutural da enzima tripsina com particular relevância para a tríade 
catalítica responsável pela actividade e especificidade da enzima adaptado de Gaboriaud 
(Gaboriaud et ai. 1996). 
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DESCRIÇÃO DO TRABALHO 

O trabalho realizado dividiu-se, quanto à execução experimental, em três fases 

distintas: 

Iniciou-se o trabalho (Fase 1) adaptando um método colorimétrico de análise da 

actividade de tripsina com base na hidrólise de BApNA. Nesta fase testaram-se as 

condições de estabilidade e solubilidade do substrato, determinou-se qual a gama de 

concentrações de substrato e de enzima adequadas à realização dos ensaios de cinética 

enzimática e avaliou-se a interacção do substrato com os compostos fenólicos 

estudados. 

Nas duas fases seguintes (2 e 3) foram efectuados os ensaios cinéticos para 

avaliar a actividade inibitória sobre tripsina de diferentes compostos fenólicos com 

diferentes origens utilizando o método desenvolvido na Fase 1 (Fig. 17). 

Fase 2 Fase 3 

Extracção e fraccionamento 
de procianidinas de grainhas 

Caracterização estrutural (MS) 

Obtenção comercial de 
compostos fenólicos de outras classes 

Avaliação da 
inibição de tripsina 

Envelhecimento em 
garrafa (9 anos) 

Determinação do 
conteúdo fenólico 

Remoção de ácido 
ascórbico (interferência) 

Suplementação de vinho 
do Porto com OPC 

Obtenção comercial de vinhos 

Obtenção comercial de 
sumos de fruta e refrigerantes 

Figura 17. Execução experimental das Fases 2 e 3 do trabalho. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

1. Reagentes 

A protease digestiva tripsina (tipo IX-S de pâncreas de porco) e N-Benzoil-DL-

arginina-/?-nitroanilida (BApNA) foram adquiridos à Sigma Aldrich e armazenados a 

-20 °C. A tripsina foi dissolvida a temperatura ambiente em tampão fosfato (50 mM) e 

congelada. O substrato BApNA foi dissolvido em dimetilsulfóxido (44 g L" ) para 

preparar uma solução stock que foi armazenada a 0°C. A solução de ensaio (2,5 g L" ) 

foi preparada imediatamente antes de cada ensaio por diluição da solução stock com 

água desionizada e destilada. 

2. Extracção de procianidinas de grainhas de uva 

As procianidinas oligoméricas foram extraídas de grainhas de uvas 

(Vitis viniferá) com uma solução de etanol/água/clorofórmio (1:1:2, v/v/v) usando um 

misturador (Ultra Turrax) de acordo com o procedimento descrito na literatura. 

(Darne et ai. 1979). A fase hidroálcoolica superior, contendo as procianidinas, foi 

separada da fase orgânica contendo clorofilas, lípidos e outros compostos 

indesejáveis. 

O etanol foi removido da fase hidroálcoolica a baixa pressão em evaporador 

rotativo (35°C). A solução aquosa resultante, contendo os compostos fenólicos, foi 

extraída com acetato de etilo seguido de precipitação com hexano de forma a obter as 

procianidinas oligoméricas (OPC) (Darne et ai. 1979). 
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3. Fraccionamento de Procianidinas 

O extracto de procianidinas de grainhas (OPC) obtido foi dividido em porções 

de cerca de 1 grama que foram fraccionadas por cromatografia líquida em coluna a 

baixa pressão. Cada porção foi dissolvida em 3 mL de metanol e aplicada numa 

coluna de gel TSK-Toyopearl HW 40(S) (Tosoh, Japão) (100 x 16 mm, i.d.). As 

amostras foram fraccionadas utilizando metanol e metanol acidificado com ácido 

acético como eluentes. Foi usado um fluxo controlado de 0,8 mL min" , segundo o 

método descrito na literatura (tabela 3) (de Freitas et ai. 1998). 

Tabela 3. Fraccionamento de procianidinas oligoméricas separadas por cromatografia líquida 
em coluna (gel Toyopearl TSK HW-40 S). Os tempos apresentados são cumulativos, assim a 
fracção IV foi recolhida entre as horas 1 e 5, logo, durante 4 horas. 

Tempo (h) Solvente 

Fracção 1 0,5 Metanol 

Fracção II 0,75 Metanol 

Fracção III 1 Metanol 

Fracção IV 5 Metanol 

Fracção V 19 5 % CH3COOH em Metanol 

Fracção VI 27 10 % CH3COOH em Metanol 

As fracções V e VI foram diluídas em igual volume de água destilada sendo 

posteriormente evaporadas a vácuo num evaporador rotativo a 35°C de modo a 

remover o metanol utilizado na eluição. 
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As soluções resultantes foram passadas por um gel de Cl8 com um volume 

cinco vezes superior de água de forma a remover a totalidade do ácido acético 

presente. As procianidinas foram recolhidas num volume mínimo de metanol e 

seguiram um tratamento idêntico às restantes fracções (I a IV). 

Todas as fracções foram concentradas em evaporador rotativo sob vácuo à 

temperatura de 35 °C, após adição de um pequeno volume de água destilada. 

Deste modo foi removido o metanol ficando as procianidinas em solução aquosa. 

Esta foi borbulhada com árgon, congelada a -20°C e liofilizada. 

4. Análise por espectrometria de massa 

A composição de proantocianidinas nas fracções foi determinada por 

espectrometria de massa. Utilizou-se um equipamento de cromatografia líquida da 

série Hewlett-Packard 1100 com um detector de massas Finnigan LCQ (Finnigan 

Corporation, San Jose, California, USA), equipado com uma fonte API {Atmospheric 

Pressure Ionization) e uma interface ESI {Electro Spray Ionization), controlado 

informaticamente. 

— Temperatura capilar: 270°C 

— Voltagem capilar: 28 V 

— Voltagem da fonte 4,5 Kw 

— Gases auxiliar e de arrasto: azoto a fluxos de 6 e 1,2 mL min" respectivamente 

— Detecção: espectros obtidos em modo de ião negativo no intervalo m/z entre 

150 e 2200 m/z, sendo o espectrómetro de massa programado para realizar 

três varrimentos: análise de massa total (MS), análise com zoom dos iões mais 

abundantes do primeiro varrimento (MS) e um varrimento MS-MS dos iões 

mais abundantes do segundo varrimento (MS ), com energia de colisão 

normalizada a 45%. 
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5. Ensaios com Vinhos Comerciais e enriquecidos com Procianidinas 

O vinho do Porto (Vitis vinifera, Touriga Nacional cv.) foi fornecido por 

Adriano Ramos Pinto, Vinhos S. A, possuía um teor alcoólico de 20 % v/v. A este 

vinho engarrafado foram adicionadas diferentes quantidades (0,5; 1,0; 2,0 g L" ) de 

procianidinas oligoméricas extraídas de grainhas de uvas. Após a adição o vinho foi 

homogeneizado e armazenado em local fresco, seco e ao abrigo da luz durante 9 anos. 

Os restantes vinhos estudados são vinhos comerciais. O vinho de mesa tinto foi 

produzido a partir da colheita de 1993 pela empresa Adriano Ramos Pinto, Vinhos 

5. A.; possuía teor alcoólico de 12 % v/v. O vinho de mesa branco foi produzido pela 

empresa Sogrape Vinhos S. A; na vindima de 2005 e possuía um 9% v/v de álcool. O 

vinho do Porto comercial foi produzido pelo grupo Symington em 2003 e tinha um 

teor alcoólico de 21 % v/v. 

6. Ensaios com Sumos Comerciais 

Os sumos comerciais utilizados foram adquiridos numa superfície comercial. 

Pretendeu-se que fossem representativos das bebidas consumidas pela população em 

geral e com uma composição variada (Tabela 4). 

Tabela 4. Sumos utilizados nos ensaios de inibição enzimática e seu conteúdo em ácido 
ascórbico, indicado pelo produtor na Tabela Nutricional. 

mg acido ascórbico por 
Nome comercial Fabricante Descrição 

100 mL de sumo 

Bebida refrigerante de extracto 

de chá com sumo de limão 

Alimento complementar para 

desportistas (isotónica) 

Néctar de Tutti-Frutti à base de 
30 

sumos concentrados 

Néctar de Frutos Vermelhos à 
30 

base de concentrados 

Néctar de Laranja à base de 
30 

concentrado 

Iced Tea Limão Lipton, Unilever S A 

Gatorade Pepsi Corporation 

Compal Tutti-Frutti Compal S A 

Compal Frutos-Vermelhos Compal S A 

Compal Laranja Compal S A 
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7. Determinação de Fenóis Totais 

O conteúdo de fenóis totais foi determinado utilizando o reagente de Folin 

Ciocalteus. Em meio alcalino, os fenóis reduzem a mistura de ácidos fosfotungstino e 

fosfomolibdico em óxidos de tungsténio e de molibdénio, de cor azul. 

Nas análises de sumos comerciais foi necessário remover o ácido ascórbico, 

uma das interferências relevantes para este método colorimétrico. Para tal 

acondicionou-se com água gel Cl8 num funil de vidro com uma placa porosa (G3), 

adaptado a um sistema de vácuo. Em seguida carregou-se 5 mL da amostra e 

passaram-se cerca de 500 mL de água desionizada para remover todo o ácido 

ascórbico a fracção fenólica foi recolhida com 50 mL de metanol. A fase orgânica foi 

depois evaporada em evaporador rotativo sob vácuo à temperatura de 35 °C, após 

adição de 5mL de água destilada. Foi assim removido o solvente metanol ficando a 

fracção fenólica em solução aquosa. 

A determinação dos fenóis totais dos vinhos e fracções fenólicas de sumo pelo 

reagente de Folin-Ciocalteu baseou-se no método descrito na literatura com algumas 

modificações (Kahkonen et ai. 1999). As amostras de vinho foram inicialmente 

diluídas 10 vezes com água desionizada. 250 uL de vinho diluído foram misturados 

com 12,5 mL de água desionizada, 1,250 mL de reagente de Folin-Ciocalteu e 5 mL 

de carbonato de sódio (20 %). Após 30 minutos a temperatura ambiente para permitir 

a estabilização da cor a absorvância foi medida a 750 nm. 

Para as fracções fenólicas o procedimento foi idêntico exceptuando a diluição inicial. 
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De forma a estabelecer um valor padronizado para a concentração de compostos 

fenólicos foi traçada uma recta (Fig. 18) utilizando a catequina como padrão de 

concentração variando entre 0 e 1,2 g L"1. Obteve-se uma equação de recta que foi 

usada para determinar a concentração de fenóis totais dos vinhos e sumos. 

1,200 

1,000 

E 0,800 

c 
o 
£ 0,600 
c/i 
-D 

< 0,400 

0,200 

0,000 

Figura 18. Recta padrão para o método de Folin-Ciocalteu. 

8. Ensaios de Actividade Enzimática 

A actividade de tripsina foi testada à temperatura fisiológica de 37 °C utilizado 

N-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BApNA) como substrato. (Erlanger et ai. 

1961) Por acção da tripsina este substrato é degrado libertando p-nitroanilida, 

detectável espectrofotometricamente a 410 nm. 

Em cada poço de uma placa de 96 poços foram misturados 20 pL de solução de 

ensaio de BApNA (2,2 g L"1) com diferentes volumes de amostra (compostos 

fenólicos comerciais, fracções de procianidina ou amostras de vinho e sumos). 

A reacção foi seguida durante 3 minutos antes da adição de 20 pL de tripsina (1 g L" 

em tampão fosfato, pH 7,5 50 mM). O volume final na placa foi de 280 pL por poço 

ajustado com tampão fosfato. 

0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 

concentração catequina g L 
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A libertação de /7-nitroanilida de BApNA foi seguida num leitor de placas de 96 

poços Biotek Powerwave XS utilizando o software K.C4. O pH utilizado é um pH 

fisiológico que ocorre no intestino humano após a neutralização do conteúdo gástrico 

por bicarbonato na porção inicial do duodeno (Swarbrick et ai. 1998) e que se 

encontra no intervalo de pH óptimo para actuação da enzima. 

9. Análise Estatística 

Todos os ensaios foram efectuados pelo menos em triplicado. Os valores foram 

expressos como médias aritméticas ± desvio padrão. As diferenças estatísticas foram 

avaliadas seguindo a análise da variância (ANOVA), as médias foram comparadas 

utilizando um teste de Tukey para comparações entre grupos utilizando o software 

Origin Pro (Origin Lab. Corporation, Massachusetts, USA). 
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RESULTADOS EXPERIMENTAIS 

1. Composição polifenólica das fracções de procianidinas oligoméricas. 

As procianidinas oligoméricas extraídas das grainhas de uva (Vitis vinifera) 

foram fraccionadas de acordo com o método descrito na literatura (de Freitas et ai. 

1998). Obtiveram-se cinco fracções correspondentes a procianidinas com diferentes 

graus de polimerização. A composição exacta de cada fracção foi determinada por 

espectrometria de massa. 

Os picos existentes nos espectros de massa de cada fracção foram identificados 

(Tabela 5) como sendo constituídos por catequinas monoméricas e procianidinas 

oligoméricas com vários graus de polimerização e respectivos ésteres galhato e 

digalhato; esta identificação correspondeu à existente na bibliografia (de Freitas et ai. 

1998). 

Tabela 5. Procianidinas presentes no extracto de grainhas de uva identificadas por 

espectrometria de massa. 

Fracção Massa Molecular (m/z) 
[M-H]" Compostos flavanólicos 

1 
289 
441 
577 

Catequina (monómero) 
Monómero galhato 

PC Dímero 

II 
577 
729 
865 

PC Dímeros 
PC Dímero galhato 

PC Trímero 

III 

865 
1017 
1153 
1305 

PC Trímero 
PC Trímero galhato 

PC Tetrâmero 
PC Tetrâmero galhato 

IV 
1422 
1594 

PC Pentâmero 
PC Pentâmero galhato 

V 

1745 
1761 
1881 
2017 
2169 

PC Pentâmero digalhato 
PC Tetrâmero tetragalhato 

PC Hexâmero galhato 
PC Heptâmero 

PC Heptâmero galhato 
PC = procianidina 
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Com base nas massas de cada pico e na sua abundância relativa é possível 

calcular a peso molecular médio de cada fracção realizando uma média ponderada. 

Com uma abordagem semelhante é possível, usando o grau de polimerização de cada 

pico, determinar o grau de polimerização médio de cada fracção (Tabela 6). 

Tabela 6. Peso molecular médio e grau de polimerização médio de cada uma das fracções de 
procianidinas obtidas. A abundância relativa refere-se apenas aos compostos identificados nos 
espectros de massa. 

c - Abundância Massa Molecular Peso molecular Grau de n n i im o P i7aMf. 
i-racçao r e | a t i v a (0/o) (m/z) [M-Hf médio (m/z) polimerização p

 médio 

12 289 ~~"f~ 
I 23 441 513 1 1,7 

65 577 2 
10 577 2 

II 12 729 823 2 2,8 
78 865 3 
70 865 3 

4 1305 4 

'V Íí \TA 1513 5, 5,0 46 1594 5 
3 1745 5 
5 1761 4 

V 6 1881 2052 6 6,8 
46 2017 7 
41 2169 7 

Verifica-se assim que o grau de polimerização das procianidinas aumenta com a 

ordem de eluição da coluna de gel Toyopearl TSK-40S com os solventes usados. Foi 

possível separar as procianidinas oligoméricas de grainhas de uva com base no seu 

grau de polimerização tal como descrito na literatura (de Freitas et ai. 1998; de Freitas 

et ai. 2001). 
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2. Desenvolvimento do método para avaliar a inibição de tripsina. 

Um dos principais objectivos deste trabalho foi o desenvolvimento de um 

método para determinação da acção inibitória de tripsina por parte dos polifenóis. 

Na literatura não existe nenhum método descrito para avaliar esta inibição. Com base 

nas informações recolhidas na literatura, e tal como foi referido na introdução, o 

BApNA tem sido utilizado como substrato cromogénico para avaliar a actividade de 

tripsina bem como para testar a sua inibição. Por esta razão foi escolhido para avaliar 

a inibição por compostos fenólicos. 

Antes de se iniciar o estudo do efeito dos parâmetros estruturais de compostos 

fenólicos e de bebidas na actividade de tripsina foi necessário determinar as melhores 

condições experimentais nomeadamente as concentrações de substrato, de enzima e 

de polifenol. 

2.1. Selecção das concentrações experimentais de substrato. 

De forma a escolher as melhores condições experimentais para os ensaios de 

inibição de tripsina por compostos fenólicos foi realizada uma série de ensaios 

preliminares utilizando N-Benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BApNA) como 

substrato. Foram realizados ensaios preliminares numa gama bastante alargada de 

concentrações de substrato. Foram usadas concentrações de BApNA entre 0,33 e 5,33 

g L "'. A tabela 7 apresenta os valores da absorvância inicial do substrato, sem adição 

de enzima, para estes ensaios. 
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Tabela 7. Absorvância inicial de soluções de BApNA com concentrações entre 0,334 e 
5,334 g L-1. 

Concentração de BApNA g L"1 Abs inicial 

0,334 0,280 
0,667 1,384 
1,000 2,474 
2,667 3,297 
5,334 3,586 

Pela análise da tabela 7 observa-se que nas concentrações acima de 0,667 g L" a 

absorvância inicial excede o valor de 2. Este valor de absorvância está certamente fora 

dos limites de aplicabilidade da lei de Beer-Lambert e deve ser evitado. Também se 

verificou por inspecção visual que, exceptuando a solução de 0,334 g L" , todas as 

soluções se apresentavam ligeiramente turvas provavelmente indicando que se tinha 

ultrapassado o limite de solubilidade do substrato. Decidiu então utilizar-se 

concentrações de substrato mais baixas, na ordem de grandeza da mais diluída 

(0,334 g L"1), em ensaios posteriores. 

De modo a determinar qual a concentração de substrato ideal foram testadas 

concentrações de BApNA entre 0,05 g L"'e 0,40 g L"1 na presença de tripsina (0,072 g 

L'1). 

A absorvância inicial destas soluções manteve-se em valores aceitáveis como se 

constata pela análise da tabela 8. De referir que algumas das soluções ainda se 

apresentavam turvas e que as diferenças de absorvância entre as soluções de 

concentração 0,30 a 0,40 g L"1 não são significativas (0,271-0,279) apesar da 

concentração variar bastante. Mesmo com estas limitações considerou-se as 

absorvâncias iniciais verificadas nestas soluções eram aceitáveis e que estas 

concentrações de substrato podiam ser utilizadas nos ensaios de inibição (Fig. 19 e 

tabela 8). 

80 



RESULTADOS EXPERIMENTAIS 

Tabela 8. Absorvância inicial de soluções de BApNA com concentrações entre 0,050 e 0,400 
g L"1. Absorvância final 900 segundos de hidrólise por tripsina (0,072 g L"') pH 7,5; 37°C. 

Concentração de BApNA g L" Abs inicial Abs final 

0,050 0,082 0,215 
0,110 0,130 0,383 
0,150 0,175 0,500 
0,200 0,197 0,684 
0,250 0,207 0,881 
0,300 0,271 1,024 
0,350 0,275 1,175 
0,400 0,279 1,263 

As curvas da figura 19 correspondem ao aumento de absorvância ao longo do 

tempo correspondente à libertação de /7-nitroanilida (A.max = 410 nm) por hidrólise de 

BApNA sob acção de tripsina. Os valores de absorvância inicial foram subtraídos das 

representações gráficas das reacções de hidrólise após adição de tripsina. Verifica-se 

uma diferença na absorvância final medida e no comportamento das curvas 

experimentais para diferentes concentrações de substrato. 

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 

Tempo/s 
Figura 19. Estudos preliminares da cinética de actividade de tripsina com diferentes 
concentrações de BApNA (substrato) entre 0,05 e 0,40 g L", em tampão fosfato (pH 7,5; 
50 mM) a 37 °C. A concentração de tripsina foi de 0,072 g L" . 
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A baixas concentrações (0,05-0,15 g L"1) o substrato existente em solução é 

hidrolisado mais rapidamente do que nas outras concentrações levando a um aumento 

de absorvância até um valor máximo que se mantém constante. Este máximo 

corresponde à hidrólise da totalidade das moléculas de BApNA. Nestas condições a 

velocidade inicial de degradação, que corresponde ao o declive durante a fase inicial 

de hidrólise do substrato, é mais reduzida. 

Para as concentrações de substrato mais elevadas 0,35-0,40 g L" o valor 

máximo de absorvância não é atingido durante o tempo de medição (900 s) indicando 

que não ocorreu hidrolise da totalidade do substrato. Nestas condições não ocorre a 

hidrólise total de BApNA no período estudado. Neste caso seria necessário aumentar 

o tempo de reacção ou utilizar uma quantidade superior de enzima por forma a obter a 

hidrólise total de BApNA. Curiosamente para estas concentrações a velocidade inicial 

é mais reduzida do que para as concentrações mais baixas o que parece indicar uma 

inibição da enzima por excesso de substrato. 

Para as concentrações intermédias 0,15-0,30 g L"1 observa-se uma curva com 

forma hiperbólica, atingindo o seu valor máximo de absorvância nos primeiros 2/3 do 

tempo estudado. Estas condições permitem determinar a velocidade inicial de 

hidrólise, antes da estabilização no valor máximo da absorvância correspondente à 

hidrólise da totalidade de substrato. Esta gama de concentrações apresenta-se assim 

como a mais adequada para efectuar a determinação das velocidades iniciais e foi 

usada nos ensaios subsequentes. 
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2.2. Avaliação da estabilidade do substrato em solução 

Quando se tentou armazenar o substrato seguindo as indicações dadas pelo 

fabricante verificou-se a existência de um problema de solubilidade quando este era 

armazenado numa solução de DMSO em tampão fosfato (50 mM, pH 7,5) 1:50. As 

soluções apresentavam ao fim de algumas horas uma ligeira turvação. 

O armazenamento no frio (-4°C) não melhorava esta condição, pelo contrário 

provocava uma floculação extensa da solução que não era removível por vortexação. 

Sendo o substrato estável até 75°C tentou-se o seu aquecimento a 50°C em banho-

maria para remover a floculação. Verificou-se uma ligeira diminuição da turvação que 

ainda assim era insuficiente para se considerar a solução de substrato aceitável. 

Tentou em seguida aumentar-se a concentração de DMSO por preparação de 

uma solução de DMSO em tampão fosfato e em água desionizada. Tentaram-se 

concentrações de DMSO entre 1:50 e 1:4. Verificou-se uma diminuição da turvação 

com o aumento da concentração de DMSO até que se obteve turvação nula com 1:4 

DMSO em tampão fosfato e em água. Assumiu-se que nestas condições que a solução 

se tornara estável e decidiu armazenar-se a mesma no frio, verificou-se que a solução 

continuava a flocular. 

Tentou-se dissolver o substrato BApNA apenas em DMSO e armazenar à 

temperatura de -4°C. Apesar deste solvente congelar a esta temperatura, após o seu 

descongelamento a solução permanecia límpida. Foi preparada uma solução stock de 

BApNA (40 g L "') em DMSO que foi depois usada para preparar as soluções de 

trabalho diluído a solução stock 1:20 com água desionizada. Deste modo as soluções 

finais eram límpidas. O mesmo não acontecia se fosse utilizado o tampão fosfato 

habitual (50 mM, pH 7,5). O volume final de solução de trabalho de substrato a 

adicionar nas reacções de hidrólise é cerca de 5% do volume total de solução 

tamponada, com base nesta diferença de volumes assumiu-se que o seu efeito para o 

pH da solução era negligenciável. 
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2.3. Avaliação da reacção entre polifenol e substrato (BApNA). 

O substrato cromogénico BApNA apresenta na sua constituição dois anéis 

aromáticos (Fig. 15). Com base no conhecimento actual poder-se-ia pensar na 

ocorrência de alguma interacção entre este e os anéis aromáticos dos compostos 

fenólicos usados afectando a determinação da velocidade inicial da reacção de 

hidrólise. Por forma a avaliar esta possibilidade foi efectuado um ensaio de interacção 

entre estes dois compostos (Fig. 20). 

Primeiramente o substrato BApNA (0,18 g L"1) foi incubado com procianidinas 

oligoméricas (OPC) durante 3 minutos. Ao longo deste período de incubação a 

reacção foi seguida a 410 nm para verificar se ocorria variação da absorvância da 

mistura. Observa-se uma absorvância inicial de 0,350 correspondendo apenas à 

absorvância do extracto de procianidinas para a concentração testada. 
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Figura 20. Cinética da actividade de tripsina (0,072 g L"') incubada com BApNA 
(0,22 g L"1), em tampão fosfato (50 mM, pH 7,5) a 37 °C, na presença de oligomeros de 
procianidinas (0,18 g L'1). A tripsina foi adicionada após 180 segundos de incubação 
inicial. Ensaio em triplicado. 
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Durante o período inicial de 3 minutos verifíca-se que a absorvância permanece 

constante indicando que não ocorre interacção entre o extracto fenólico e o substrato 

ou que a ocorrer esta não afecta a absorvância da mistura e consequentemente a 

determinação da hidrolise do substrato por acção da tripsina. 

Após este período de incubação foi adicionada tripsina (0,072 g L ' ) à mistura 

reaccional verifícando-se de imediato o aumento da absorvância. A absorvância 

máxima correspondente à hidrólise total de BApNA foi de 1,2 registada no final do 

tempo de medição. Tal como foi observado nos gráficos da figura 19 (sem adição de 

compostos fenólicos), a velocidade de hidrólise diminui a partir dos 900 seg usando-

se por isso o declive da parte inicial da curva correspondente à velocidade inicial (Vj). 

Na figura 20 observa-se ainda a sobreposição das três curvas experimentais 

demonstrando mais uma vez a boa reprodutibilidade deste método. 
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2.4. Selecção das concentrações experimentais de enzima. 

A secreção de enzimas digestivas, incluindo tripsina é bastante variável de 

acordo com a estimulação hormonal (secretina), hábitos alimentares, idade, estado 

nutricional e tamanho da refeição. Ainda assim é possível estimar que a quantidade 

média de tripsina na porção inicial do duodeno varia entre 1 e 5 U (unidades de 

actividade de enzima) por mililitro de fluído (Friess et ai. 1998). 

Foram realizados ensaios para determinar qual a quantidade de tripsina a utilizar 

nos testes de inibição enzimática. Assim foram escolhidas duas concentrações de 

enzima que permitem obter uma actividade volumétrica dentro do intervalo 1 a 5 U. 

Usaram-se as concentrações de 0,036 g L"1 e 0,072 g L"1. Aproveitou-se ainda para 

determinar se estas concentrações de enzima eram susceptíveis de inibição por um 

extracto complexo de procianidinas OPC (não fraccionadas). Procurou-se avaliar a 

actividade hidrolítica de tripsina realizando ensaios com as duas concentrações de 

enzima na ausência e na presença desse extracto de procianidinas (0,18 g L" ) (Fig. 

21). 

A) Tripsina 0,036 g L 
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B) Tripsina 0,072 g L"1 
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Figura 21. Comparação da cinética da actividade de tripsina (em triplicado) a duas 
concentrações de tripsina diferentes: A, 0,036 g L"1; e B, 0,072 g L"' na ausência e na 
presença de procianidinas de grainha de uva (OPC) (0,18 g L "'). A concentração de 
BApNA foi 0,18 g L"1; pH 7,5; temperatura 37°C. 

Nos ensaios sem procianidinas verifíca-se que para concentrações de tripsina de 

0,072 g L"1 atinge-se o valor máximo de absorvância (0,89 ± 0,03) próximo dos 600 

segundos (Fig. 21 B). Para o ensaio com menor concentração de tripsina (Fig. 21 A) 

não se atinge o máximo de absorvância dentro do tempo em que a reacção foi 

acompanhada (1300 s) o que indica que não ocorre a hidrólise total do substrato. 

Os gráficos da figura 21 também permitem avaliar a influência da adição de 

procianidinas na actividade da tripsina. Tal como esperado, para ambos os casos, 

ocorreu uma diminuição da actividade de tripsina. Esta é observável pela diminuição 

simultânea da velocidade inicial e a intensidade final de absorvância, com a adição de 

polifenol. 

Alguns autores, utilizando BApNA como substrato, recorreram apenas à 

variação da absorvância final como medida da actividade residual de tripsina para 

estudar a inibição desta enzima por compostos isolados de parasitas intestinais 

(Vaccari et ai. 1998; Volpicella et ai. 2003). No entanto, não foram ainda efectuados 

estudos cinéticos da actividade de tripsina na presença de compostos fenólicos sendo 

interessante verificar o seu efeito na velocidade inicial da reacção. 
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A tabela 9 apresenta a velocidade inicial da reacção de hidrólise enzimática bem 

como a absorvância final da mistura reaccional obtidas a partir da figura 20. A 

velocidade inicial foi calculada pelo declive da parte inicial das curvas. Foi ainda 

calculada a velocidade relativa, razão entre as velocidades iniciais na ausência 

(controlo) e na presença de polifenol. 

Tabela 9. Velocidade iniciais e relativas (Vi/Vc) da hidrolise de BApNA a duas 
concentrações de tripsina na presença e ausência de procianidinas (0,18 g L" ). Valores 
máximos de absorvância após 1300 s. Valores com superscritos diferentes são 
significativamente diferentes (P < 0,05); valores com superscritos iguais não são 
significativamente diferentes. 

Velocidade inicial (s1 x 102) Absorvância final 

Concentração de tripsina 0,036 g L"1 0,072 g L"1 0,036 g L"1 0,072 g L"1 

Sem procianidinas (Vc) 

Com procianidinas (Vi) 

0,127 ±0,008 0,193 ±0,03 
0,097 ±0,007 0,142 ±0,01 

0,84 ± 0,03 0,89 ± 0,03 

0,66 ± 0,02 0,75 ± 0,02 

Velocidade relativa (Vj/Vc) 0,764 ± 0,014 a 0,735 ± 0,004 b 

Para a concentração de enzima mais elevada (0,072 g L" ) o efeito inibitório é 

mais pronunciado uma vez que se verifica uma diminuição da velocidade relativa 

mais importante (maior sensibilidade) e melhor reprodutibilidade (diminuição do 

desvio padrão) do que para a concentração mais baixa (0,036 g L" ). Estes resultados 

indicam que a concentração mais elevada de tripsina é a mais apropriada e deve ser 

utilizada nos ensaios subsequentes. 

As diferenças observadas quando se usa a absorvância final como termo de 

comparação não são tão significativas. Verifica-se que as diferenças na absorvância 

final na presença e na ausência de procianidinas são praticamente iguais para ambas 

as concentrações de tripsina testadas indicando que a comparação dos valores da 

velocidade de hidrólise é mais adequado ao objectivo pretendido. 
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3. Estudo do efeito da concentração de polifenol na actividade de tripsina. 

Um inibidor da actividade de uma enzima exerce geralmente o seu efeito 

segundo um de dois mecanismos básicos: a associação à enzima na sua forma livre 

impedindo a ligação da molécula de substrato ou associação ao complexo enzima-

substrato impedindo a reacção enzimática de ocorrer ou os produtos da reacção de se 

dissociarem da enzima (Nelson et ai. 2002). 

Em ambos os casos a inibição da actividade da enzima depende da concentração 

do inibidor utilizado. O estudo da inibição de tripsina por procianidinas começou com 

a determinação do efeito da concentração destas na inibição de tripsina. Foram 

realizados, para cada fracção de procianidinas de diferentes pesos moleculares, 

ensaios de actividade de tripsina na presença de uma gama de concentrações de 

compostos fenólicos entre 0 e 313 mg L" . Com base nestes resultados traçou-se, para 

cada uma das fracções de procianidinas usadas, um gráfico de Abs = f (tempo de 

reacção). Na figura 22 é observável esse gráfico para diferentes concentrações de 

fracção IV (peso molecular médio = 1513). 

— controlo (sem fracção) 
— 89 mg L-1 
— 1 3 4 mg L-1 

- 1 7 9 mg L-1 
— 223 mg L-1 

313 mg L-1 

200 400 600 800 1000 1200 1400 

Tempo/s 
Figura 22. Estudo cinético da actividade de tripsina (0,072 g L"'), em tampão fosfato 
(50 rnM; pH 7,5) a 37 °C, na presença de várias concentrações de procianidinas 
oligoméricas da fracção IV. A concentração de BApNA foi de 0,18 g L*1. Para simplificar 
cada curva representa a média de ensaios em triplicado. 
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Observa-se, de um modo geral, que a velocidade inicial da reacção, declive da 

parte inicial da curva, diminui com o aumento da concentração de procianidinas 

(verificado também para as outras fracções de procianidinas) indicando alguma 

diminuição da actividade de tripsina (Tabela 10). Também ocorre uma diminuição na 

absorvância final que segue a mesma tendência da diminuição da velocidade inicial 

sendo no entanto menos pronunciada. 

Tabela 10. Velocidade inicial e velocidade relativa (Vi/Vc) da hidrólise de BApNA com 
várias concentrações de fracção de procianidinas oligoméricas de grau de polimerização 
médio 5,0. Valores com superscritos diferentes são significativamente diferentes (P < 0,05); 
valores com superscritos iguais não são significativamente diferentes. 

Concentrações de Velocidade inicial (s1 x 103) Velocidade relativa (W Vc) procianidinas (g L ) v  

0 2,37 ± 0,03 a 1,00 ± 0 a 

89 1,66 +0,06 b 0,70 ± 0,02 b 

134 1,05 ±0,22° 0,45 ± 0,08 c 

179 1,43 ± 0,14 b 0,61 ± 0,07 b 

223 1,26 ± 0,04 c 0,53 ± 0,03 c 

313 0,83 ± 0,02 d 0,35 ±0,03 d 

A absorvância final é aproximadamente igual nos ensaios sem fracção fenólica e 

com 89 mg L"' (Fig. 22). Este resultado também sustenta a hipótese de que a 

abordagem cinética é mais adequada (maior sensibilidade) do que o uso da 

absorvância final para estudar o efeito inibitório sobre tripsina de compostos fenólicos 

usando BApNA como substrato. 
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4. Estudo cinético da inibição pelas fracções polifenólicas. 

Um dos objectivos deste estudo é avaliar o efeito da estrutura de procianidinas, 

nomeadamente o efeito do seu grau de polimerização na inibição de tripsina. Para tal 

um extracto hidroálcoolico de procianidinas de grainhas de uva foi fraccionado em gel 

de fase reversa obtendo-se fracções com grau de polimerização variado (secção 1 dos 

Resultados e Interpretação). A figura 23 apresenta a cinética da actividade da enzima 

quando incubada com 223 mg L"1 das diferentes fracções de procianidinas (I até V). 
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Figura 23. Cinética da actividade de tripsina (0,072 g L"'), em tampão fosfato (50 mM; pH 
7,5) a 37 °C, na presença de fracções de procianidinas de extractos de grainhas de uva 
(223 mg L"1 para cada fracção). A concentração de BApNA foi 0,18 g L"1. Para simplificar 
cada curva representa a média de ensaios em triplicado. 

A tabela 11 mostra a actividade residual de tripsina com base na medição da 

absorvância final e a velocidade relativa para as fracções de procianidinas numa 

concentração de 233 mg L" . Observa-se para todos os casos uma diminuição da 

actividade de tripsina (velocidade inicial e absorvância final) na presença das fracções 
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apesar desta diferença ser maior para as fracções IV e V que apresentam um grau de 

polimerização maior. 

Tabela 11. Velocidade relativa e absorvância final para ensaios cinético da actividade 
hidrolítica de BApNA (0,18 g L"1) por tripsina (0,072 g L"') na presença das diferentes 
fracções de procianidinas (233 mg L"1). Valores com superscritos diferentes são 
significativamente diferentes (P < 0,05); valores com superscritos iguais não são 
significativamente diferentes. 

Amostra Velocidade relativa 
Vi/Vc 

Absorvância final 

Controlo — 
Fracção 1 0,94 ± 0,05 
Fracção II 0,90 ± 0,08 
Fracção III 0,87 ± 0,07 
Fracção IV 0,52 ± 0,03 
Fracção V 0,38 ± 0,05 

0,888 ± 0,008 ' 
0,842 ± 0,009 ' 
0,827 ± 0,008 ' 
0,836 ±0,013' 
0,683 ±0,010' 
0,413 ±0,009' 

Como se observou anteriormente pela análise da figura 22 existe uma relação 

linear entre a inibição de tripsina e a concentração de procianidinas. Assim é de supor 

que a representação da velocidade inicial relativa (Vj/Vc) em função da concentração 

de polifenol [Vj/Vc = f (|polifenol|)] corresponde a uma recta com declive negativo. 

Este declive é uma medida da capacidade de cada composto fenólico para inibir a 

actividade de tripsina (Fig. 24). Esta grandeza é definida como factor de inibição (Fi). 
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Figura 24. Velocidade relativa da actividade de tripsina (Vi/Vc) em função da 
concentração de inibidor para as fracções de procianidinas. ■ Fracção I;A Fracção II; • 

ofracção III; ■ Fracção IV; Fracção V. 
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Verifica-se-se que a inibição de tripsina provocada pelas fracções I, II e III não 

é significativamente diferente. Para estas três fracções a representação de Vi/Vc = f 

(|polifenol|)] é uma recta para todas as concentrações de testadas. Por outro lado para 

as fracções mais polimerizadas (IV e V) a inibição é significativamente diferente e a 

curva experimental é uma recta apenas na fase inicial, isto é, para baixas 

concentrações de procianidinas. 

Esta perda de linearidade para altas concentrações pode ser explicada por vários 

fenómenos podendo indicar que todas as moléculas de tripsina se encontram 

complexadas (inibidas) com procianidinas mesmo antes de se atingirem as 

concentrações mais elevadas havendo um excesso de procianidina em solução. A 

actividade residual de tripsina dever-se-á a algumas moléculas de tripsina que se 

encontrem ainda livres e disponíveis para hidrolisar BApNA. Nestas condições um 

aumento da concentração de procianidinas não implica necessariamente um aumento 

da inibição. Para calcular Fi nestes casos apenas foi usada a parte linear de cada curva 

experimental. 

A tabela 12 apresenta os valores do factor de inibição (em valor absoluto) das 

várias fracções de procianidinas. 

Tabela 12. Factor de inibição da actividade de tripsina (Fi) e sua relação com o grau de 
polimerização e peso molecular médio das fracções de procianidinas analisadas. Valores com 
superscritos diferentes são significativamente diferentes (P < 0,05); valores com superscritos 
iguais não são significativamente diferentes. 

Fracções Peso molecular médio 
(de Freitas et a/. 1998) 

Grau de 
Polimerização médio Factor de inibição (Fi) x 10 3 

1 513 1,7 0,82 ±0,11 a 

II 823 2,8 0,77 ± 0,09 a 

III 949 3,2 0,74 ± 0,12 a 

IV 1513 5,0 2,00 ± 0,09 b 

V 2052 6,8 2,34 ± 0,19 c 
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O aumento do efeito inibitório torna-se mais visível com a representação do 

Factor de Inibição em função da peso molecular médio (Fig. 25 A) e do grau de 

polimerização médio (Fig. 25 B). Verifíca-se que para pesos moleculares inferiores a 

1000, correspondentes a um grau de polimerização de cerca de 3, o Fi permanece 

aproximadamente constante. Com o aumento da massa molecular o valor de Fi 

aumenta rapidamente com o aumento do número de locais de ligação à tripsina, 

indicando que a partir de trímeros o número de locais de ligação é suficiente para 

inibir a tripsina de forma extensa. 

Estes resultados estão em concordância com resultados previamente obtidos 

para interacção das procianidinas com outras proteínas (albumina sérica bovina) em 

que se verificou por nefelometria um aumento da interacção com o aumento do grau 

de polimerização médio (Carvalho et ai. 2004). 
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Figura 25. Factor de Inibição de tripsina (declive de Vi/Vc) em função do peso molecular 
médio (A) e do grau de polimerização médio (B) de diferentes fracções de procianidinas. 
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5. Comparação do efeito inibitório de compostos fenólicos de diferentes classes. 

De modo a obter informação sobre a relação entre a inibição e as características 

estruturais de compostos fenólicos pertencentes a outras famílias para além das 

procianidinas decidiu estudar-se o efeito na actividade de tripsina de dois ácidos 

fenólicos (cafeico e gálhico) e de um tanino hidrolisável (ácido tânico). Para todos 

foram realizados ensaios preliminares tentando verificar se as condições 

experimentais utilizadas para as fracções de procianidinas eram aplicáveis. Verificou-

se que para os ácidos fenólicos foi possível utilizar concentrações de composto 

fenólico da mesma ordem de grandeza das usadas nos ensaios com as procianidinas. 

Para os estudos efectuados com o ácido tânico verificou-se que as soluções 

deste com a N-Benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida eram pouco estáveis nas 

concentrações testadas. Estas soluções apresentavam uma turvação crescente que, em 

ensaios espectrofotométricos, provocaria difracção da luz incidente. Assim decidiu-se 

usar concentrações 10 vezes inferiores tendo-se verificado que não originavam 

turvação e permitiam observar alguma inibição da actividade da enzima, 

concentrações superiores provocavam turvação. A figura 26 representa a velocidade 

relativa (Vi/Vc) da actividade de tripsina na presença de diferentes concentrações de 

ácidos cafeico, gálhico e tânico. Observa-se claramente uma diferença entre a 

actividade dos três compostos testados. O ácido gálhico e o ácido tânico provocam 

inibição da enzima, por outro lado o ácido cafeico parece potenciar a actividade 

hidrolítica de tripsina. 

O ligeiro aumento da actividade de tripsina com ácido cafeico não foi, até ao 

momento, relatado na literatura. Como tal não existe nenhuma explicação para este 

fenómeno sendo necessários mais ensaios para caracterizar o fenómeno ocorrido. 
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Figura 26. Velocidade relativa da actividade de tripsina (Vi/Vc) em função da concentração 
de inibidor compostos não flavanóicos. ■ Ácido cafeico; • Acido gálhico; A Ácido tânico. 

Para as amostras que apresentaram inibição foi determinado o factor de inibição 

utilizando a parte inicial das curvas tal como efectuado com as fracções fenólicas 

(tabela 13). 

Tabela 13. Factor de inibição da actividade de tripsina (Fi) para o ácido tânico (tanino 
hidrolisável) e ácido gálhico taninos hidrolisáveis testados. Valores com superscritos 
diferentes são significativamente diferentes (P < 0,05); valores com superscritos iguais não 
são significativamente diferentes. 

Amostra Factor de inibição (Fi) x 10
 3 

Ácido gálhico 0,24 ± 0,02
 a 

Ácido tânico 3,41 ± 0,30
 b 

Verifíca-se uma diferença significativa entre os factores de inibição de ambos os 

compostos. O ácido gálhico apresenta um Fi significativamente inferior ao do ácido 

tânico. Estruturalmente o ácido tânico é uma mistura de compostos que têm como 

base açúcares como glucose aos quais estão esterificados vários grupos galhato, 

originando compostos como pentagaloil-glucose (Fig. 6B). 

■ ácido caféico 
• ácido gálhico 
A ácido tânico 
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Este elevado número de grupos gaiato ligados entre si permite ao ácido tânico 

estabelecer pontes entre diversas moléculas proteicas, diminuindo a sua flexibilidade 

estrutural e capacidade de se movimentarem em solução podendo inclusive causar a 

sua precipitação (Haslam 1998). Esta diminuição de solubilidade poderá ser 

responsável pela diminuição da actividade de tripsina que foi verificada. 

As moléculas de ácido gálhico, ainda que potencialmente muito reactivas com 

as proteínas visto serem capazes de participar em ligações por pontes de hidrogénio 

com as ligações peptídicas e interacções hidrofóbicas, apresentam um Fi inferior ao 

do ácido tânico. Provavelmente a dimensão do ácido gálhico não é suficiente para 

estabelecer fortes ligações com a enzima e formar complexos estáveis. 

Na literatura está descito que a 1,4,6-tri-0-galoil-/?-D-glucose apresenta uma 

capacidade inibitória de lipase pancreática 50 vezes superior à do ácido gálhico 

(Nakai et ai. 2005). 

Estes resultados, quando comparados com os resultados obtidas com as 

procianidinas mostram que a inibição provocada por compostos fenólicos com base 

no 3-flavanol (procianidina fraccionadas) é inferior à provocada por taninos 

hidrolisáveis complexos como ácido tânico. Este resultado está em desacordo com os 

obtidos anteriormente com outras enzimas digestivas (Nakai et ai. 2005). 

Do ponto de vista alimentar a inibição por proantocianidinas parece mais relevante já 

que a sua abundância em alimentos é bastante superior à dos taninos hidrolisáveis 

(secção 2 da Introdução). A presença de ácido tânico em alimentos deve-se 

exclusivamente à passagem residual vinda de porções não comestíveis das plantas 

durante o processamento. Este facto torna a inibição por proantocianidinas, ainda que 

mais fraca, muito mais frequente do que a inibição por taninos hidrolisáveis. 
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6. Estudo do efeito do vinho na inibição da tripsina 

Um dos objectivos do presente trabalho foi avaliar o efeito inibitório da 

actividade de tripsina provocado por componentes de bebidas comuns. Assim decidiu 

testar-se o efeito inibitório de vinhos de diferentes proveniências. 

O vinho é uma mistura alimentar bastante complexa, além dos compostos 

fenólicos, possuí ácidos, aldeídos e açúcares que afectam as propriedades físico-

químicas da mistura. Uma propriedade de particular importância quando se considera 

a actividade de enzimas é o pH. A enzima tripsina é totalmente inactiva a pHs 

inferiores a 4 sendo que a perda de actividade entre pH 7,5 e pH 5 é de cerca de 50 % 

(Outzen et ai. 1996). A presença de ácidos como tartárico (pKa = 4) poderá afectar o 

pH das misturas reaccionais avaliadas modificando assim a actividade inibitória. 

Assim ajustou-se o poder tamponante da solução de tampão fosfato a 200 mM de 

modo a garantir que não ocorria variação do pH após adição do vinho e que se 

mantém idêntico ao inicial (7,5). 
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6.1. Estudos cinéticos com vinhos suplementados com procianidinas. 

Foi seleccionado um vinho do Porto enriquecido com um extracto de 

procianidinas de grainha (OPC) em concentrações de 0,5; 1,0 e 2,0 g L" . 

O enriquecimento de vinhos com taninos enológicos é uma práctica enológica que 

visa por um lado a melhoria do processo de clarificação dos vinhos e por outro lado a 

melhoria das características organolépticas dos vinhos, nomeadamente o sabor. 

O efeito destes vinhos na inibição da actividade hidrolítica de BApNA 

apresentada pela tripsina foi testado da mesma forma que para os compostos fenólicos 

anteriores. Traçaram-se os gráficos de Abs = f (tempo) para diferentes volumes de 

vinho. A figura 27 mostra esta representação para o vinho enriquecido com maior 

quantidade de procianidinas (2,0 g L"1) onde é visível uma clara inibição da actividade 

de tripsina com o aumento do volume de vinho testado testado. 
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Figura 27. Cinética da actividade de tripsina (0,072 g L"') em tampão fosfato (200 mM, pH 
7,5) para diferentes volumes de um vinho suplementado com procianidinas (2,0 g L"'). A 
concentração de BApNA foi de 0,18 g L"'. Para simplificar cada curva representa a média 
de ensaios em triplicado. Ensaios efectuados a 37°C. 
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Os resultados obtidos com os restantes vinhos suplementados em procianidinas 

são semelhantes. Com base nos dados de Abs = f (tempo) determinaram-se as 

velocidades iniciais relativas (Vj/Vc) para cada volume estudado e para cada um dos 

quatro vinhos. A representação das velocidades relativas em função do volume de 

vinho encontra-se na figura 28. 
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Figura 28. Velocidade relativa da actividade de tripsina (Vi/Vc) em função do volume de 
vinho para vinhos suplementados com procianidinas. m Referência (sem procianidinas 
adicionadas); A 0,5 g L"1 de OPC adicionadas; • 1,0 g L"1 de OPC adicionadas; ■ 2,0 g L"1 

de OPC adicionadas. 

Pode observar-se uma diminuição da velocidade relativa com o aumento do 

volume de vinho para todos os vinhos. No entanto, esta diminuição é linear apenas 

para volumes baixos de vinho, tal como foi observado para os ensaios com as fracções 

de procianidinas IV e V. 
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Com base no declive da recta na fase inicial das curvas experimentais (menores 

volumes de vinho) determinou-se o Fi de tripsina pelos vinhos (tabela 15). 

Tal como esperado o vinho do Porto não suplementado (referência) apresenta Fi 

bastante inferior ao dos outros vinhos sendo o vinho suplementado com 2,0 g L" o 

que apresenta o valor de Fi mais elevado. A inibição verificada com os vinhos 0,5 e 

1,0 g L"1 é semelhante entre si. Como se pode ver pela análise da tabela 14, existe uma 

correlação directa entre o factor de inibição destes vinhos e a concentração de 

compostos em fenóis totais uma vez que estre concentração é semelhante nos vinhos 

suplementados com 0,5 e 1,0 g L"1 

Tabela 14. Factores de inibição da actividade de tripsina e conteúdo fenólico total para vinhos 
do Porto enriquecidos com diferentes quantidades de procianidinas oligoméricas. Valores 
com superscritos diferentes são significativamente diferentes (P < 0,05); valores com 
superscritos iguais não são significativamente diferentes. 

Suplemento de Factor de inibição (Fi) Fenóis totais * 
procianidinas OPC (g L"1) x 10 3 (g L"1) 

Referência (0 g L'1) 1,3 ± 0,2 a 0,26 ± 0,01 a 

0,5 g L"1 2,3 ± 0,2 a 0,47 ± 0,01 b 

1,0 g L1 2,0 ± 0,3 a 0,49 ± 0,02b 

2,0 g L"1 5,1 ± 0,5 b 0,73 ± 0,01 c 

* expresso em equivalentes de catequina 

Apesar das quantidades de procianidinas adicionadas serem diferentes as 

diferenças na concentração de fenóis totais após 9 anos não são significativas nos 

vinhos suplementados com 0,5 e 1,0 g L-l de OPC. O vinho de referência apresenta o 

menor conteúdo de compostos polifenólicos e o vinho suplementado com a maior 

quantidade apresenta o teor mais elevado de fenóis totais. 
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Uma possível explicação para as alterações no conteúdo de fenóis totais no 

vinho são as reacções ocorrentes durante o envelhecimento do vinho em garrafa. A 

evolução de uma mistura tão variada de compostos orgânicos como é o vinho é 

bastante complexa sendo os produtos das transformações de compostos fenólicos 

ainda pouco conhecidos. Sabe-se que antocianinas e flavanóis condensam entre si, 

directa (Somers 1971; Lião et ai. 1992) ou indirectamente, envolvendo o acetaldeído, 

(Bakker et ai. 1993; Rivas-Gonzalo et ai. 1995), formando estruturas com 

características físico-químicas diferentes das originais e por vezes mais polimerizadas 

que tendem a precipitar (Mateus et ai. 2001) 

De facto, foram observados depósitos aderentes à garrafa em todos os vinhos 

suplementados e no vinho de referência, indicativos de perda de componentes do 

vinho, contribuindo para uma diminuição do teor total em moléculas fenólicas. Estas 

transformações alteram certamente o poder inibitório dos polifenóis originais do 

vinho face à actividade de tripsina. 
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6.2. Estudos cinéticos com vinhos comerciais. 

O método desenvolvido para o estudo da inibição de tripsina foi também 

aplicado a vinhos comerciais. Foram seleccionados vinhos de mesa branco e tinto e 

um vinho do Porto novo. A figura 29 apresenta o gráfico de Vi/Vc em função do 

volume de vinho. Novamente se observa, para volumes altos de vinho a velocidade 

relativa se mantém constante provavelmente como resultado de um excesso de 

compostos inibidores de tripsina sendo Fi calculado recorrendo à parte inicial das 

curvas. 
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Figura 29. Velocidade relativa da actividade de tripsina (Vi/Vc) em função do volume de 
vinho para vinhos comerciais testados, M Vinho de Mesa Branco; ■ Vinho de Mesa Tinto; 
■ Vinho do Porto Tinto. 

Os resultados relativos aos vinhos de mesa mostram que o vinho de mesa tinto 

apresenta um factor de inibição bastante superior ao vinho branco (Tabela 15). Este 

resultado é concordante com o teor de fenóis totais que também é maior para o vinho 

de mesa tinto. 
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A comparação entre o vinho de mesa tinto e o vinho do Porto indica que o 

último tem uma capacidade para inibir a actividade de tripsina bastante superior. Este 

resultado é novamente concordante com o teor em polifenóis totais de cada um dos 

vinhos. Ainda assim, apesar de o valor para Fi ser 3,2 vezes superior para o vinho do 

Porto, o seu teor em fenóis totais não chega sequer ao dobro do determinado para o 

vinho de mesa tinto. Isto parece indicar que a quantidade de compostos fenólicos não 

é o único factor relevante sendo necessário simultaneamente considerar a sua 

complexidade estrutural e a natureza dos compostos fenólicos. 

Tabela 15. Factores de inibição (Fi) da actividade de tripsina e concentração fenólica total 
para vinhos comerciais. Valores com superscritos diferentes são significativamente diferentes 
(P < 0,05); valores com superscritos iguais não são significativamente diferentes. 

... , ~ Factor de inibição (Fi) Fenóis totais* 
Vinho Comerciais: m 3 ( \'1\ 

Vinho de Mesa Branco 1,5 ± 0,4 a 0,015 ± 0,006 d 

Vinho de Mesa Tinto 4,4 ± 0,7 b 1,80 ± 0,01 e 

Vinho do Porto 13,7 ± 1,7c 3,15 ± 0,02 f 

* expresso em equivalentes de catequina 

Poder-se-ia pensar que as diferenças se deveriam a um maior teor em etanol no 

vinho do Porto, no entanto estudos realizados indicam que a interacção entre 

compostos fenólicos e proteína é prejudicada pela presença de etanol (Calderon et ai. 

1968) Neste caso esperar-se-ia um menor valor de Fi para o vinho com maior teor 

alcoólico. 
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9. Estudos cinéticos com bebidas não alcoólicas. 

Uma abordagem idêntica à aplicada ao vinhos foi tentada com outras bebidas 

que são fontes importantes de compostos fenólicos na dieta. Estudou-se a inibição de 

tripsina na presença de algumas bebidas não alcoólicas com base em frutos. 

Escolheram-se três sumos de frutas diferentes, nomeadamente sumo de laranja, sumo 

de frutos vermelhos (uva, amora, morango, framboesa e arando) e um sumo de vários 

frutos (maça, uva, ananás, laranja); todos estes sumos são preparados à base de 

concentrado. Escolheram-se ainda duas bebidas, uma com base em extractos de chá e 

outra isotónica. 

Dada a complexidade da composição dos sumos comerciais de fruta analisados 

foi necessário atender a alguns factores importantes durante a sua análise. Foi 

necessário filtrar estes sumos por forma a remover sólidos que poderiam originar 

interferências por difracção aquando das leituras colorimétricas. Foi ainda necessário 

considerar a presença de interferências nos ensaios de determinação do teor em 

polifenóis totais como o ácido ascórbico. 

A adição de ácido ascórbico em sumos de fruta é muito frequente e tem como 

objectivo aumentar a estabilidade do sumo à oxidação, diminuir o pH do produto e 

conferir uma vantagem comercial já que o ácido ascórbico é um composto com 

propriedades vitamínicas importantes (Bremus et ai. 2006). Este composto é redutor e 

uma das interferências reconhecidas na determinação de polifenóis totais pelo método 

de Folin-Ciocalteus (Scalbert et ai. 2000). Foi necessário proceder à sua remoção dos 

sumos através de um gel de Cl8 (ver parte experimental) (Georgé et ai. 2005). A 

adsorção em coluna de gel Cl8 permite a remoção total do ácido ascórbico como se 

mostra num ensaio em água com concentrações de ácido ascórbico iguais às presentes 

nos sumos (300 mg L " ) (Fig. 30). 
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Observa-se que na solução inicial o poder redutor total, medido no ensaio de 

Folin-Ciocalteu corresponde a cerca de 0,150 g L"1 de catequina, na fase orgânica 

recuperada do gel de Cl8 a partir dessa solução este teor é nulo indicando uma 

remoção da totalidade do ácido ascórbico presente. 
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Figura 30. Concentração de compostos redutores, numa solução aquosa de ácido ascórbico 
(300 mg L"') e no extracto orgânico obtido após passagem no gel de Cl8. 

Aplicou-se este método a sumos de fruta. A figura 31 apresenta o teor em fenóis 

totais determinado pelo método de Folin-Ciocalteu nos sumos de fruta e nos extractos 

obtidos após passagem no gel Cl8. 

■ Produtos comerciais 
■ Extractos C18 

Isotónica Iced Tea Tutti-Frutti Laranja Frutos Vermelhos 

Figura 31. Compostos redutores totais obtidos pelo método de Folin-Ciocalteus para os sumos 

e para os extractos obtidos após passagem no gel C18. 
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Constata-se que para todas as amostras o teor em compostos redutores totais 

determinados pelo método de Folin-Ciocalteu diminui significativamente após a 

passagem por Cl8. Esta diminuição deve-se essencialmente à remoção de ácido 

ascórbico ficando em solução essencialmente os compostos fenólicos. No entanto, 

poderá também ocorrer remoção de compostos fenólicos hidrossolúveis que serão 

arrastados na fase aquosa juntamente com o ácido ascórbico bem como a retenção no 

gel de Cl8 de compostos fenólicos de grandes dimensões que poderão não ter sido 

removidos da coluna de Cl8 com simples eluição com metanol (Georgé et ai. 2005). 

Para todas as bebidas não alcoólicas foram realizados ensaios de inibição da 

tripsina. Estes foram efectuados com os sumos após clarificação por filtração não 

sendo efectuada adsorção em Cl8 já que não foi até ao momento relatada a 

interferência de ácido ascórbico na determinação da actividade de tripsina. Seguindo o 

método de avaliação de inibição de tripsina descrito anterimente foram feitas 

representações de Aabs = f(tempo) a partir das quais se determinaram as velocidades 

relativas da hidrólise Vj/Vc) do substrato BApNA. Representou-se Y7VC = f (volume 

de amostra) e determinou-se o factor inibitório (Fi) (Fig. 32). 
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Figura 32. Velocidade relativa da actividade de tripsina (Vi/Vc) em função do volume de 
sumo. ■ Isotónica; ■ Tutti-Frutti; ■ Frutos Vermelhos; ■ Laranja; • Iced Tea. 

Tal como observado para os ensaios anteriores a velocidade relativa da 

actividade de tripsina diminui com o aumento do volume de amostra. 
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Na tabela 16 estão representados os factores de inibição calculados para cada uma das 

amostras de sumo e os teores em fenóis totais das mesmas (após a remoção de ácido 

ascórbico). 

Tabela 16. Factores de inibição da actividade de tripsina para sumos comerciais e conteúdo 
em fenóis totais obtido no extracto dos mesmos após passagem no gel Cl8. Valores com 
superscritos diferentes são significativamente diferentes (P < 0,05); valores com superscritos 
iguais não são significativamente diferentes. 

Bebida Factor de inibição (Fi) x 10 3 Fenóis totais (g L"1) * 

Iced Tea Limão 2,97 ± 0,07 a 0,148 + 0,001 

l s o t ó n i c a 0,38 ± 0,08b não detectados 

Néctar Tutti-Frutti 0 i 4 2 ± 0,03 b 0,068 ± 0,005 

Néctar Frutos-Vermelhos 0,76 ± 0,03 ° 0,203 ± 0,007 

Néctar Laranja -| 9 5 ± 0 0 8 » 0,061 ± 0,007 

* expresso em equivalentes de catequina 

Não se verifica uma relação directa entre o teor de fenóis totais e o factor de 

inibição da actividade de tripsina contrariamente ao que se verificou nos ensaios 

efectuados com vinhos. Neste caso as amostras são bastante diferentes entre si já que 

foram obtidos a partir de matérias vegetais diferentes e por isso apresentam classes de 

compostos fenólicos e concentrações dos mesmos muito distintas. 

A bebida isotónica e o néctar de tutti-frutti apresentam valores idênticos para a 

inibição da actividade de tripsina. A bebida isotónica não contém nenhum ingrediente 

de origem vegetal na sua composição, assim os compostos polifenólicos não estão 

presentes na sua composição. Para este caso a inibição detectada poder-se-á dever a 

algum outro componente da mistura. O néctar de tutti-frutti apresenta um valor para o 

teor em compostos fenólicos mais elevado mas, aparentemente, insuficiente para 

causar uma diferença significativa na inibição da actividade de tripsina. 

O sumo de laranja apesar de apresentar um teor de compostos fenólicos mais 

reduzido que o sumo de tutti-frutti é mais eficaz a inibir a actividade de tripsina. 
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O refrigerante com extractos de chá foi o que apresentou maior valor de Fi, não 

sendo no entanto a bebida que apresenta o maior teor em compostos fenólicos. Por 

outro lado o néctar de frutos vermelhos apresenta teores em compostos fenólicos 

superiores e uma inibição da actividade de tripsina relativamente baixa. Para este caso 

podemos referir que, a indicação dada pelo produtor é de que este sumo contém 

flavonóides não sendo esclarecida a sua natureza. Estes poderão ser de várias classes, 

tendo em conta a composição do sumo (uva, amora, morango, framboesa e arando), as 

antocianinas serão um dos grupos maioritários. Os dados existentes até ao momento 

não indicam uma interacção muito extensa de antocianinas com proteínas. Num 

estudo da inibição de a-amilase verificou-se que a remoção de antocianinas de um 

extracto de framboesa diminuía apenas ligeiramente a inibição da enzima. Os autores 

do estudo concluíram que outros compostos fenólicos não antocianicos serão 

responsáveis pelo maior efeito inibitório de a-amilase nomeadamente os taninos 

elágicos (McDougall et ai. 2005). 

Analisando o conjunto destes resultados pode-se concluir que o conteúdo de 

compostos fenólicos não será o parâmetro mais importante mas sim a sua estrutura. 

No Iced Tea a presença de compostos poliméricos como procianidinas ou polímeros 

característico do chá como Oolonghomobisflavanos (Nakai et ai. 2005) é 

provavelmente responsável pela elevada inibição da actividade de tripsina observada. 
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CONCLUSÃO 

Em seguida apresentam-se, de forma resumida, quais os objectivos cumpridos e 

as conclusões mais relevantes. 

Foi possível adaptar uma metodologia que permite estudar o efeito de inibidores 

polifenólicos na actividade de tripsina. Foi ainda possível utilizar uma abordagem 

cinética que, apesar de diferenciada da abordagem clássica, se provou versátil e 

robusta. Carece obrigatoriamente de mais estudos antes que possa ser generalizada e/ 

ou estabelecida como metodologia de referência. 

Ainda assim, recorrendo a esta metodologia, pôde verificar-se uma inibição 

significativa da enzima digestiva proteolítica tripsina por parte de procianidinas 

oligoméricas extraídas de grainha da uva bem como por taninos hidrolisáveis 

adquiridos comercialmente. Concluiu-se que estes últimos apresentam um poder 

inibitório superior, no entanto, devido à sua reduzida presença em alimentos, não 

deverão ser inibidores relevantes na alimentação humana. 

Provou-se que a inibição de tripsina por procianidinas de grainhas de uva 

depende da concentração destes compostos fenólicos em solução. Provou-se ainda 

que a inibição por parte de procianidinas depende também do seu grau de 

polimerização médio sendo que esta aumenta com o aumento do grau de 

polimerização. Verificou-se que a inibição por taninos hidrolisáveis também depende 

da complexidade estrutural dos mesmos. 

Este método colorimétrico foi utilizado com sucesso na análise do efeito 

inibitório da actividade de tripsina de vinhos e outras bebidas comercialmente 

disponíveis. Verificou-se que a interferência mais relevante neste método é o pH, no 

entanto esta limitação foi ultrapassada com uma cuidadosa tamponação das bebidas 

para o pH dos ensaios (7,5). 
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CONCLUSÃO 

Verifícou-se que vinhos de mesa brancos e tintos e vinhos do Porto comerciais e 

enriquecidos com procianidinas bem como sumos de frutas têm um efeito inibitório 

sobre tripsina. Para os vinhos do Porto suplementados verificou-se um aumento da 

capacidade inibitória da actividade de tripsina com o aumento da suplementação com 

extractos oligoméricos de procianidinas. Ao comparar estes últimos com os vinhos 

comerciais observa-se que esta inibição parece depender não apenas da concentração 

total de compostos fenólicos nos vinhos mas também da sua complexidade estrutural. 

A análise dos sumos de fruta mostrou uma relação entre o conteúdo de fenóis totais e 

a inibição enzimática, no entanto, tal como para os vinhos, parece haver uma relação 

entre esta inibição e complexidade estrutural dos polifenóis das bebidas. 

A extrapolação de estudos realizados in vitro para actividades in vivo deve ser 

efectuada com o maior cuidado por forma a evitar quer alarmismos quer optimismos 

precipitados. Ainda assim, dado o papel chave da tripsina na activação da maioria das 

outras enzimas digestivas (Neurath et ai. 1976), podemos esperar algum efeito 

antinutricional de compostos polifenólicos, nomeadamente das procianidinas. Os 

resultados obtidos suscitam algumas questões interessantes, principalmente devido à 

complexidade do processo digestivo. 
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PERSPECTIVAS FUTURAS 

Com base nos resultados obtidos e na análise da literatura especializada não há 

duvidas que os polifenóis têm um papel importante na inibição enzimática. Existem, 

no entanto, alguns pontos importantes por estudar antes de se poder definir as 

características antinutricionais dos polifenóis tais como a sua estabilidade digestiva, a 

relação entre complexidade estrutural e actividade inibitória e a interacção com os 

restantes componentes da matriz alimentar. 

Durante a digestão gástrica simulada de extractos polifenólicos de vinho 

verifícou-se que não existiam alterações na sua composição (McDougall et ai. 2005). 

Neste mesmo estudo verificou-se que, no caso da digestão intestinal simulada, existia 

um fenómeno de conjugação entre polifenóis apenas se detectando 5 compostos 

fenólicos partindo de um vinho com mais de 20 antocianinas e derivados glicosídicos. 

Numa revisão de resultados de estabilidade biológica pós digestão pancreática 

(Bermudez-Soto et ai. 2007) é referido que não ocorre degradação significativa de 

compostos provenientes de fontes tão variadas como brócolos, cacau, framboesa, 

cebola, e sumos de fruta. É ainda relatado que durante a digestão pancreática ocorre, 

para a maioria das fontes, uma desglicosilação e por vezes uma conversão a 

chalconas. Assim se constata que a biodisponibilidade, pelo menos das formas mais 

poliméricas, de compostos fenólicos não é conhecida. É necessário saber se os 

polímeros fenólicos que, como provado in vitro, inibem enzimas digestivas, chegam 

intactos ao intestino. A clarificação do fenómeno da biodisponibilidade seria uma das 

vias a seguir num futuro próximo. 
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PERSPECTIVAS FUTURAS 

Como conclusão do presente trabalho foi apresentada uma relação entre o grau de 

polimerização de procianidinas e a sua capacidade para inibir tripsina. Foi ainda 

demonstrado que para outros composto fenólicos a complexidade estrutural parece 

estar também relacionada com o poder inibitório. Também se pode referir que o 

presente trabalho abordou apenas a inibição de uma enzima, ainda que chave, no 

metabolismo digestivo. Assim seria interessante efectuar um estudo idêntico ao 

realizado com outras enzimas digestivas, nomeadamente glicosidases e lipases. Para 

além disso seria importante ter em consideração alguns aspectos que se prendem com 

a origem dos polifenóis e a sua estrutura: 

— Utilização de extractos hidroálcoolicos ricos em compostos fenólicos a partir 

de frutos variados com diferentes composições fenólicas. 

— Avaliação do efeito da estrutura dos polifenóis na inibição das enzimas 

seleccionadas, tais como o grau de polimerização e galoilação de 

proantocianidinas, o tipo de unidade monomérica ((+)-catequina, (-)-

epicatequina, (+)-galhocatequina, (-)-epigalhocatequina), o tipo de ligação 

interflavanóide (C4-C6 ou C4-C8); em diferentes antocianinas, vitisinas e 

portisinas (piranoantocianinas). 

O último ponto a clarificar é a interacção de outros componentes da matriz 

alimentar na interacção tanino-enzima. Não existem neste momento estudos 

efectuados no que se refere à influência de outros componentes da matriz na 

actividade inibitória de polifenóis, os dados existentes limitam-se à interacção de 

compostos fenólicos com proteínas (sem função enzimática). Por nefelometria 

provou-se que gomas alimentares (goma arábica e xantano) usadas como espessantes 

em várias aplicações industriais possuíam capacidade para inibir a formação e mesmo 

resolubilizar agregados entre proteína-polifenol já formados (Carvalho et ai. 2006). 

Na sequência destes resultados seria interessante evidenciar o papel de polissacáridos 

presentes nos alimentos na inibição da complexação entre polifenóis e enzimas 

digestivas e na inibição da actividade de enzimas digestivas provocada pelos 

compostos fenólicos. 
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