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“Climb the mountain not to plant your flag, but to embrace the challenge, enjoy the air
and behold the view. Climb it so you can see the world, not so the world can see you.”

David McCullough Jr.
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Resumo

Resumo

A procura por uma alimentacdo mais saudavel e segura tem gerado um aumento
na escolha de alimentos biologicos, devido a ndo utilizacdo de produtos toxicos no
processo de cultivo. Assim, neste setor sao varios os alimentos que podem ser produzidos
de modo bioldgico, como é o caso da canela.

A canela é uma especiaria amplamente utilizada na medicina tradicional, na
culinaria e em produtos industriais, devido ao seu aroma e sabor muito apreciados e as
suas propriedades funcionais. Contém um vasto leque de compostos fenolicos com fungéo
antioxidante, com potencial aplicacdo como ingrediente conservante em alimentos.

Desta forma, o presente trabalho de investigacdo pretendeu valorizar a canela em
po, obtida de Cinnamomum verum J. Presl, conseguida através do método de cultivo
bioldgico, fazendo a sua caracterizacdo nutricional, quimica e bioativa.

A avaliacgdo do perfil nutricional da canela (proteinas, cinzas, lipidos, hidratos de
carbono e energia) foi realizada atraves de métodos oficiais de andlise (AOAC). A
caracterizacdo quimica da canela foi feita através da determinacdo do perfil em aclcares
livres por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detetor de indice de
refracdo (HPLC-RI), &cidos orgéanicos por cromatografia liquida de ultra rapida acoplada
a um detetor de diodos (UFLC-DAD), acidos gordos por cromatografia gasosa acoplada
a um detetor de ionizacdo de chama (GC-FID) e compostos fenélicos por Cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a um detetor de arranjo de diodos e a um espetrometro
de massa com uma fonte de ionizagcdo de electrospray (HPLC-DAD-ESI/MS). O
potencial bioativo desta especiaria foi determinado através de ensaios in vitro de atividade
antioxidante, antimicrobiana, citotoxicidade em linhas celulares tumorais humanas e néo-
tumorais, e anti-inflamatoria.

Os resultados revelaram que a canela organica apresentou os hidratos de carbono
como 0 macronutriente maioritario, seguido do teor em proteinas e lipidos, assim como a
presenca de varias moléculas de interesse, nomeadamente acucares livres (frutose,
glucose, sacarose e trealose), acidos organicos (oxalico, malico, shiquimico, citrico e
fumarico) e dez moléculas de &cidos gordos, destacando-se o acido palmitico (C16:0)
como maioritario.

Na avaliag&o do perfil fenolico foram detetadas dez moléculas, identificadas como
proantocianidinas, destacando os tetrdmeros de (epi)catequina do tipo-p como os mais

abundantes.
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Resumo

Relativamente ao potencial bioativo, 0 extrato hidroetandlico apresentou
potenciais antioxidante, antimicrobiano e anti-inflamatorio promissores. O mesmo
ocorreu com a atividade antimicrobiana, onde foram demonstrados o0s potenciais
antibactericida e antifangico contra todas as espécies utilizadas. Para além disso, também
foi constatado o potencial inibitorio em todas as linhas celulares tumorais e auséncia de
toxicidade nas células ndo-tumorais testadas.

Desta forma, este estudo permitiu mostrar que a canela organica em p6 apresentou
um excelente valor nutricional e quimico, e a presenca de compostos bioativos, que a
tornam uma boa opc¢éo para uma dieta mais saudavel. Para além disso, também pode gerar
grande interesse para aplicagdo como conservante no setor industrial, devido ao seu

potencial antioxidante e antimicrobiano.

Palavras-chave: Cinnamomum verum J. Presl; extrato hidroetanélico; valor nutricional;

composi¢do quimica; potencial bioativo.
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Abstract

Abstract

The search for a healthier and safe diet has generated an increase in the choice of
organic foods, due to the non-use of toxic products in the cultivation process. So, in this
sector there are several foods that can be produced organically, such as cinnamon.

Cinnamon is a spice widely used in traditional medicine, cooking and industrial
products, due to its highly appreciated aroma and flavor, and its functional properties. It
contains a wide range of phenolic compounds with antioxidant function, which have
potential application as a preservative ingredient in foods.

Thus, the present research work intended to value the powdered cinnamon,
obtained from Cinnamomum verum J. Presl, produced through the organic cultivation
method, making its nutritional, chemical and bioactive characterization.

The evaluation of the nutritional profile of cinnamon (proteins, ash, fats,
carbohydrates and energy) was conducted through official methods of analysis (AOAC).
The chemical characterization of cinnamon was carried out by determining the profile in
free sugars by high-performance liquid chromatography coupled with refractive index
detector (HPLC-RI), organic acids by ultra fast liquid chromatography coupled with
diode-array detector (UFLC-DAD), fatty acids by gas chromatography coupled with
flame-ionization detector (GC-FID) and phenolic compounds by high-performance liquid
chromatography coupled with diode-array detector and electrospray ionization mass
spectrometric (HPLC-DAD-ESI/MS).The bioactive potential of this spice was
determined through in vitro assays for antioxidant, antimicrobial, cytotoxicity in human
tumor and non-tumor cell lines, and anti-inflammatory activity.

The results revealed that organic cinnamon had carbohydrates as the major
macronutrient, followed by protein and lipid content, as well as the presence of several
molecules of interest, namely free sugars (fructose, glucose, sucrose and trehalose),
organic acids (oxalic, malic, shikimic, citric and fumaric) and ten fatty acid molecules,
with palmitic acid (C16:0) as the majority.

In the evaluation of the phenolic profile, ten molecules were detected, identified
as proanthocyanidins, highlighting the p-type (epi)catechin tetramers as the most
abundant.

Regarding to the bioactive potential, the hydroethanolic extract showed promising
antioxidant, antimicrobial and anti-inflammatory potential. The same happened with the

antimicrobial activity, where the antibacterial and antifungal potentials against all species
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Abstract

used were demonstrated. Furthermore, inhibitory potential in all tumor cell lines and
absence of toxicity in non-tumor lines tested was also observed.

Therefore, this study allowed to show that organic cinnamon powder, obtained
from C. verum J. Presl, showed an excellent nutritional and chemical value, and the
presence of bioactive compounds, which make it a good option for a healthier diet. In
addition, it can also generate great interest for application as a preservative in the

industrial sector, due to its antioxidant and antimicrobial potential.

Keywords: Cinnamomum verum J. Presl; hydroethanolic extract; nutritional value;

chemical composition; bioactive potential.
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Introducéo

1.1. Alimentos bioldgicos e sua certificagdo

Ao longo dos anos, com o aumento da consciencializagédo dos consumidores em
relacdo a salde, a problematica do impacto ambiental e as contaminagdes dos alimentos
provocados pela utilizacdo de quimicos agricolas tém gerado uma maior demanda por
alimentos mais saudaveis, assim como por praticas agricolas mais seguras e sustentaveis
(Sadiq, Paul, & Bharti, 2020). Nesse contexto, 0s alimentos provenientes da agricultura
bioldgica tornaram-se uma alternativa interessante aos alimentos produzidos de modo
convencional. Desta forma, nos Gltimos anos, 0 aumento desta preferéncia tem gerado um

crescimento do cultivo com préticas biologicas, como demonstra a Figura 1.
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Figura 1: Crescimento de terras agricolas bioldgicas e participacéo bioldgica do total de terras a nivel
global de 1999 a 2019. (Fonte: Willer et al., 2021).
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O cultivo bioldgico é fundamentado na igualdade e respeito da diversidade do
ecossistema e no ciclo natural do ambiente, na saude e bem estar dos seres vivos e no
cuidado para com as geracBes futuras (IFOAM, 2020). A producdo bioldgica é
caracterizada por um vasto leque de regras e normas que a distinguem do modo de cultivo
convencional. Assim, diferencia-se pelo uso responsavel de energia e dos recursos
naturais, pelo melhoramento da fertilidade natural do solo, pelo aproveitamento de
materiais renovaveis a fim de diminuir o consumo de insumos, pela proibi¢ao do uso de
organismos geneticamente modificados, aditivos alimentares e radiagdes ionizantes, e
pela restricdo da utilizacdo de fertilizantes minerais e pesticidas sintéticos (Parlamento

Europeu e Conselho da Unido Europeia, 2018).
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As pragas e doencas que surgem séo controladas mediante prevencao através da
rotacdo de culturas, agentes biol6gicos naturais e por técnicas, como biofumigacéo.
Apenas, em ultimo caso, sdo aplicadas substancias autorizadas pelos Regulamentos
(Comissdo Europeia) n® 1107/2009 e (Unido Europeia) n° 2018/848, nomeadamente
produtos fitofarmacéuticos compostos por substéncias ativas (Parlamento Europeu e
Conselho da Uniéo Europeia, 2018, 2009).

A salde e fertilidade do solo pode conseguir-se pela aplicacdo de estrume animal
ou de matéria organica, oriundos da producdo bioldgica e preferencialmente
compostados. Contudo, a utilizacdo de corretivos, nutrientes e fertilizantes quimicos e
minerais ndo azotados podem ser autorizados, quando ndo € possivel satisfazer as
necessidades nutricionais dos vegetais através das medidas citadas (Parlamento Europeu
e Conselho da Unido Europeia, 2018).

A néo utilizacdo de fertilizantes minerais diminui a disponibilidade de nutrientes
e a auséncia de pesticidas sintéticos expde as plantas a situacdes stressantes, como ataque
de insetos e ervas daninhas, permitindo que sejam produzidos mais metabolitos
secundarios e substancias de defesa natural, como os compostos fendlicos (Faller &
Fialho, 2009; Mie et al., 2016; Popa et al., 2019).

Alguns estudos recentes tém demonstrado que os alimentos bioldgicos, como
framboesas (Ponder & Hallmann, 2019), beterraba (Carrillo et al., 2019), jujuba (Reche
et al., 2019), damasco (Hallmann et al., 2019), uvas (Zahedipour et al., 2019), cenoura
(Bender et al., 2020) e frutas secas (Srednicka-Tober et al., 2020), apresentam maior
sintese de flavonoides, carotendides e vitamina C, comparativamente aos alimentos
cultivados em condicBes convencionais.

Ainda que outras pesquisas ndo tenham demonstrado diferencas significativas no
valor nutricional entre biolégicos e convencionais, a quantidade e a qualidade desses
compostos ndo somente esta relacionado ao tipo de cultivo, mas também a variedade da
cultura, a composicdo do solo, ao estdgio de maturacdo e as condicBes climéticas
(Halagarda et al., 2020; Heimler et al., 2017; Mie et al., 2016).

Dados referentes ao ano de 2019, do Instituto de Pesquisa para Agricultura
Biologica (FiBL) e da Federagéo Internacional dos Movimentos da Agricultura Biologica
(IFOAM) (Willer et al., 2021), demonstraram que a regido com maior quantidade de area
de producéo biologica é Oceania, com 35,6 milhGes de hectares, seguido da Europa e
América Latina, com 16,5 e 8,3 milhdes de hectares, respetivamente. Na Europa, 0s paises

com a maior area organica sao Espanha (14%), Franca (14%), Italia (12%) e Alemanha
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(10%), percentagens relativas ao total de terras organicas do continente. Tendo em conta
os produtores bioldgicos, no ano de 2019 havia um total de 3,1 milhGes, sendo que 91,5%
estavam na Asia, Africa e Europa. A Figura 2 demonstra a distribuicéo de terras agricolas

e produtores bioldgicos por continente, em 2019.
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Figura 2: Distribuicéo, por continente, de terras agricolas e produtores biolégicos, no ano de 2019.
(Fonte: Willer et al., 2021).

Os maiores mercados de alimentos biolégicos, em 2019, foram América do Norte
e Europa, com 48,2 e 45,0 bilhGes de euros de vendas a retalho, respetivamente, o que
representa 87,9% do total vendido no mundo. Na Unido Europeia e na Europa, houve um
crescimento progressivo no consumo de alimentos bioldgicos de 2009 a 2019, como se
observa na Figura 3. Em 2019, Dinamarca e Suica foram os paises com maior consumo

per capita (344 e 338 euros, respetivamente) (Willer et al., 2021).
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Figura 3: Crescimento do consumo de alimentos bioldgicos na Unido Europeia (EU) e na Europa,
em euros por pessoa, de 2009 a 2019. (Fonte: Willer et al., 2021).
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Apesar da ascensdo, 0 mercado de bioldgicos ainda € muito pequeno. Diversos
autores indicam que a maior barreira na compra de alimentos biologicos que impede o
seu incremento sdo os precos elevados dos produtos resultantes, seguido de outros fatores,
como perecibilidade, desconfianca no rétulo e na certificacdo por falta de informacéo,
marketing insuficiente, pouca disponibilidade devido ao desequilibrio entre a demanda e
a oferta, dificil acessibilidade e aparéncia menos atrativa (Akaichi, Glenk, & Revoredo-
Giha, 2019; Chiciudean et al., 2019; Hansmann et al., 2020; Melovic et al., 2020).

Em relacdo aos produtores, foram mencionados os obstaculos de conversdo para
0 sistema biol6gico, a percepcdo de demanda extra de trabalho, riscos e custos de
transicdo e menores rendimentos das colheitas, devido a alguns fatores, como menor
disponibilidade de nutrientes comparado a producdo convencional, variacGes
metereoldgicas, localidade e tipo de solo (Bender et al., 2020; Berg, Maneas, & Engstrém,
2018; Borsato et al., 2020; Delbridge & King, 2016; Home et al., 2018; Kniss, Savage, &
Jabbour, 2016; Teasdale & Cavigelli, 2017).

Com o objetivo de aumentar a confianca dos consumidores e assegurar um
mercado justo, a Unido Europeia tem estabelecido regras para que produtores possam
adquirir a certificacdo bioldgica. O certificado é dado aos produtores que cumpram com
as condicOes estabelecidas de producdo, recolha, armazenamento, transformacao,
rotulagem e distribuicdo de alimentos. A certificacdo € normalizada pelo Regulamento
(CE) n° 834/2007, que sera revogado e substituido pelo novo Regulamento (UE)
n° 2018/848, de 30 de maio de 2018 (Parlamento Europeu e Conselho da Uni&o Europeia,
2018), a partir de 1 de janeiro de 2022 (Comissao Europeia, 2020).

Os produtores que optarem pela mudanca da producdo convencional para a
producdo bioldgica deverdo contratar um organismo de controlo acreditado para
verificagdo do cumprimento das regras e notificar as autoridades competentes sobre o
inicio da atividade de conversdo. Os controlos sdo regidos pelo Regulamento (UE)
n°2017/625, de 15 de marco de 2017, do Parlamento Europeu e do Conselho (Parlamento
Europeu e Conselho da Unido Europeia, 2017).

Durante o periodo de converséao, os produtores devem cumprir com as normas de
producdo biologica e manter registos de todas as atividades realizadas para garantir a
verificagdo das conformidades. N&o obstante, até o fim desta fase, ndo é permitido que os
produtos sejam vendidos como bioldgicos. Este periodo de transicdo pode ser de até trés

anos, dependendo da cultura vegetal ou da producgéo animal, como definido no Anexo 1l
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do Regulamento n° 2018/848. Posteriormente a esse periodo, e atestando o cumprimento
das normas, os organismos de controlo acreditados emitem um certificado autorizando a
comercializacdo dos produtos como bioldgicos (Parlamento Europeu e Conselho da
Unido Europeia, 2018).

Os produtos pré-embalados que contenham pelo menos 95% em peso de
ingredientes bioldgicos devem aplicar o logotipo bioldgico da Unido Europeia (Figura
4). Para alem disso, o logotipo pode ser usado voluntariamente em produtos originados
na Unido Europeia que sejam embalados na presenca do consumidor final e em produtos
importados de paises terceiros (Parlamento Europeu e Conselho da Unido Europeia, 2018,
2011).

Figura 4: Verséo principal do logotipo biolégico da Unido Europeia.
(Fonte: Parlamento Europeu e Conselho da Uni&o Europeia, 2018).

O logotipo permite credibilidade aos produtores e identificagdo e confiabilidade
aos consumidores. O seu uso é estabelecido pelo Regulamento (CE) n° 889/2008, no
artigo 57° e anexo XI, sendo inserido em 24 de marco de 2010 pelo Regulamento (UE)
n° 271/2010 (Comissdo Europeia, 2008).

Um dos alimentos produzidos em modo biolégico é a canela, uma especiaria
amplamente apreciada para uso culinrio e medicinal, obtida pela secagem da parte
interna da casca de arvores de Cinnamomum verum J. Presl (Singh et al., 2021).

1.2. Cinnamomum verum J. Presl — canela
1.2.1. Caracterizacéo botanica, origem e produgao

Originarias do Sri Lanka e do sul da India, as Cinnamomum verum sio arvores
perenes que crescem em locais quentes e himidos, podendo atingir de 7 a 15 metros de
altura. Estas possuem folhas de cor verde escuras e pontiagudas que podem medir até
18 centimetros de comprimento, flores pequenas amareladas e frutos pequenos de cor
roxa. A parte interna da casca, depois de seca, chamada de canela, é utilizada como
especiaria, e pode ser colhida apés trés anos de cultivo (Ribeiro-Santos et al., 2017; Singh
etal., 2021).
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De acordo com Avula et al. (2015), muitas espécies sdo comercializadas como
canela, porém a de Cinnamomum verum J. Presl, da familia Lauraceae, chamada também
de Cinnamomum zeylanicum Blume, foi considerada a verdadeira. A Figura 5 apresenta

as folhas, flores, frutos e cascas de Cinnamomum verum J. Presl.

(B) (©)
Figura 5: Cinnamomum verum J. Presl. (A) Folhas, (B) Flores e frutos, e (C) Cascas. (Fonte: Adeel et al.,
2020; Singh et al., 2021).

Segundo a Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura
(FAO, 2021), a producdo mundial de canela aumentou mais de 57% de 2000 a 2019,
passando de 101.470 toneladas (ton) para 242.635 ton (Figura 6).
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Figura 6: Produgdo mundial de canela,

A Figura 7 mostra 0 mapa geografico de producdo média mundial de canela entre
2000-2019. Neste mesmo periodo, os maiores produtores de canela foram a Indonésia,
com média de 85.667,15 ton, seguido de China (61.076,25 ton), Vietnam (21.429,70 ton),
Sri Lanka (16.519,55 ton) e Madagascar (2.227,15 ton). Em 2019, a China continental foi
a maior exportadora de canela, com cerca de 70,03% do total produzido vendido para
outros paises (FAO, 2021).

Em 2019, os Estados Unidos da América foram o maior importador de canela,

com mais de 28.286 ton importadas, das quais aproximadamente 69% foi oriunda da
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Indonésia. No que se concerne a Europa, os maiores importadores de canela foram Paises
Baixos (5.611 ton), Alemanha (4.915 ton), Reino Unido da Gré-Bretanha e Irlanda do
Norte (2.809 ton), Espanha (1.967 ton) e Franca (1.434 ton) (FAO, 2021).

Figura 7: Mapa geografico de producéo média de canela, entre os anos de 2000 e 2019. (Fonte: FAO, 2021).

1.2.2. Composic¢éo nutricional e quimica

A canela é um alimento amplamente consumido e muito apreciado, por apresentar
um aroma delicado e sabor doce e picante. A canela é constituida principalmente por
hidratos de carbono (55,5-81,2%) e, em menores concentracdes, apresenta teores de
fibras, proteinas, acidos gordos (como o &cido oléico (0,408%)) (DTU, 2020), vitaminas
A, do complexo B, C e E, e minerais. A Tabela 1 apresenta a composicao nutricional da
canela de acordo com trés diferentes bases de dados disponiveis na literatura.

Bernard et al. (2014) avaliaram os compostos fenolicos totais em extratos da raiz,
hastes, folhas e sementes, e encontraram valores entre 0,059-0,224 mg de equivalentes de
acido galico (EAG)/g de peso seco. Em extratos obtidos da casca, tém sido observado
conteido fendlico total mais elevado, entre 64,40-300,53 mg EAG/g de peso seco
(Assefa, Keum, & Saini, 2018; Batiha et al., 2020; Daemi et al., 2019).
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Tabela 1: Composicdo nutricional de pau de canela e canela em pé.

Componente Unidade Pau de canela Canelaem po
Valor energético kcal/100 g 246 364 253
Agua /100 g 10,0 9,40 10,0
Lipidos g/100 g 1,20 3,50 3,20
Proteinas totais g/100 g 4,0 3,60 3,90
Hidratos de carbono* 0/100 g 81,2 79,6 55,5
Fibras g/100 g - - 24,4
Cinzas g/100 g 3,60 3,90 -
Acidos graxos

Saturados 0/100 g 0,564 0,96 0,65

Monoinsaturados g/100 g 0,410 0,70 0,48

Poliinsaturados 0/100 g 0,018 0,16 0,53
Vitaminas
Vitamina A RE 9,33 1,00 -
Vitamina B1 mg 0,022 0,08 0,08
Vitamina B2 mg 0,041 0,14 0,14
Vitamina B3 mg 1,33 1,30 1,30
Vitamina B6 mg 0,158 - 0,25
Vitamina B9 ug 6,0 - -
Vitamina C mg 3,8 - 28,0
Vitamina E mg 2,32 - 0,01
Beta-caroteno ug 112 - 156
Minerais e elementos inorganicos
Na mg/100 g 10,0 23,0 26,0
K mg/100 g 431 550 500
Ca mg/100 g 1000 1200 1228
Mg mg/100 g - 87,0 -
P mg/100 g 64,0 50,0 61,0
Fe mg/100 g 8,32 7,10 38,1
Cu mg/100 g 0,339 0,49 -
Zn mg/100 g 1,83 0,90 2,00
Se ug/100 g 3,10 3,00 -
Referéncias (DTU, 2020) (MEXT, 2015)  (BDA, 2015)

*Hidratos de carbono obtidos por diferenga; Na: Sodio; K: Potassio; Ca: Calcio; Mg: Magnésio; P: Potéssio;
Fe: Ferro; Cu: Cobre; Zn: Zinco; Se: Selénio; DTU - Technical University of Denmark-Danish Food
Composition; MEXT - Ministry of Education, Culture, Sports, Science and Technology; BDA - Banca Dati
di Composizione degli Alimenti per Studi Epidemiologici in Italia; RE: Equivalente de retinol.

C. verum J. Presl apresenta uma variedade de componentes bioativos que tém sido
isolados e quantificados ao longo dos anos. Cinamaldeido € o principal componente
bioativo presente na casca, sendo responsavel pela cor amarela e pelo aroma e sabor doces
caracteristicos da canela (Isaac-Renton, Li, & Parsons, 2015; Ribeiro-Santos et al., 2017).
Daemi et al. (2019) realizou um estudo sobre a eficacia de uma pomada preparada com
extrato hidroetanolico de C. verum para cicatrizagdo de feridas em ratos diabéticos, e
relatou uma concentracéo de cinamaldeido de 11.260 pg/g de extrato.

A Tabela 2 apresenta os constituintes identificados em extratos obtidos da casca
de C. verum J. Presl. Outros componentes que se destacam na canela sdo &cido p-cumarico

(291 pg/g), acido pirogalico (264 pg/g), acido cinamico (236 ng/g) e acido ferulico
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(225 pg/g) (Gulcin et al., 2019; Klejdus & Kovacik, 2016). As estruturas quimicas desses

compostos sdo apresentadas na Figura 8.

Tabela 2: Constituintes identificados em extratos da casca de C. verum J. Presl.

Compostos Referéncia Compostos Referéncia
Acido cafeico Acido p-hidroxibenzaldeido
Acido ferdlico Acido protocatecuico
Acido siringico 3,4-Dihidroxibenzaldeido Klejdus &
Acido elagico Acido salicilico Kovacik
Quercetina Gulcin et Acido vanilico (2016)
Catecol al. (2019) Acido clorogénico
Acido pirogélico ' Acido cinamico
Acido p-hidroxibenzoico
\(anilina Eugenol Daemi et al
Acido p-cumarico 2-Hidroxicinamaldeido (2019) '
Acido gélico Alcool cinamilico
Cinamaldeido ) Vallverdd-
Proantocianidinas Acido rosmarinico Queralt et al

Procianidina tipo A e B Wang et al. Catequina (2014) '
Epicatequina (2020)
Cumarina
2-Metoxicinamaldeido

o o]
X H ~ OH
HO
(A) (B)

(€) (D)

(E)

Figura 8: Estruturas dos principais constituintes identificados na casca de C. verum J. Presl. (A) Trans-cinamaldeido;
(B) Acido p-cumarico; (C) Acido pirogalico; (D) Acido cindmico; (E) Acido ferulico.
Desenhadas com eMolecules (https://www.emolecules.com/).

1.2.3. Aplicac0es e beneficios

O uso da canela data de tempos ancestrais. Em 3000 a.C., 0s egipcios utilizavam

esta especiaria para preservar cadaveres. Os romanos a utilizavam em funerais para

mascarar o odor de decomposicdo, mas também para tratar doencas dos sistemas digestivo

e respiratorio. Atualmente, todas as partes da arvore possuem aplicacdes, sendo utilizadas

em fitoterapicos, cosméticos, fragrancias, pesticidas e em alimentos (Ribeiro-Santos et

al., 2017).
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Na culinéria tradicional, a planta é muito utilizada para aromatizar e realcar o
sabor em carnes, peixes, molhos, produtos de panificagdo, confeitaria e bebidas, sendo
tradicionalmente aplicada na cultura asiatica (Gong et al., 2020; Ribeiro-Santos et al.,
2017; Singh et al., 2021). Em paises do Golfo Pérsico, a canela é tradicionalmente
adicionada em bebidas agucaradas, em pratos salgados com arroz, carne e vegetais, e em
sobremesas (Al-Khusaibi, Al-Habsi, & Rahman, 2019; Muhammad & Dewettinck, 2017).

A industria alimentar de varios paises aplica frequentemente a canela como
aromatizante em diversos produtos, tais como preparados em pO para sobremesas,
iogurtes, cereais, chas, refrigerantes, pées, biscoitos, chocolates, gomas e chicletes,
congelados, entre outros (Joshi, 2019; Singh et al., 2021).

Muito utilizada como fitoterapico em diversos paises do mundo e
tradicionalmente empregada na medicina chinesa, indiana e persa (ANVISA, 2021,
Hajimonfarednejad et al., 2019; Muhammad & Dewettinck, 2017), os efeitos terapéuticos
associados a planta sdo as propriedades antioxidante, antidiabética (Gulcin et al., 2019;
Zare et al., 2019), anti-inflamatdria (Schink et al., 2018; Zhu et al., 2020), antimicrobiana,
anticancerigena (Husain et al., 2018; Kubatka et al., 2020; Sivakami et al., 2020), antiviral
(Fauvelle et al., 2017), e na prevencgéo do Alzheimer (Tepe & Ozaslan, 2020) e Parkinson
(Ramazani et al., 2020).

Para além disso, alguns autores demonstraram que a canela de C. verum J. Presl
pode ser aplicada com funcéo terapéutica em lesGes hepaticas e renais agudas (Hussain
et al., 2019), para inibir a formac&o de célculos renais (Zaki et al., 2019), para reduzir a
gravidade dos sintomas de rinite alérgica sazonal (Steels et al., 2019), tem efeito
cardioprotetor contra arritmias (Sedighi et al., 2018) e pode diminuir o peso corporal e
gordura visceral (Tuzcu et al., 2017). Um estudo realizado por Borzoei et al. (2018)
demonstra que a suplementacdo de 1,5 g de canela durante 12 semanas melhora o nivel
sérico de lipidos e reduz a exposi¢do a distarbios enddcrinos e metabolicos em mulheres
com sindrome de ovario poliquistico.

As propriedades bioativas e 0s beneficios do uso da canela tém sido associados,

por diversos investigadores, & sua composi¢do em compostos fendlicos.
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1.3. Compostos fendlicos como moléculas promissoras para o desenvolvimento de

ingredientes funcionais

Os compostos fendlicos ou polifendis sdo metabolitos secundarios produzidos
naturalmente pelas plantas, em condi¢cdes normais e de stresse. Nas plantas, estes
compostos apresentam diversas fungdes, tais como regulagdo do crescimento, protecéo
contra virus, bactérias, insetos, predadores, stresse oxidativo e radiacdo ultravioleta,
assim como também interferem na atracdo de polinizadores e animais para disperséo de
sementes. Nos alimentos, estes compostos contribuem para as caracteristicas sensoriais,
como cor, aroma, sabor e adstringéncia (Aradjo et al., 2021; Farha et al., 2020; Kumar &
Goel, 2019; Rodriguez-Pérez, Segura-Carretero, & Contreras, 2019; Wen, Alseekh, &
Fernie, 2020).

Os compostos fendlicos sdo constituidos por, pelo menos, um anel aromatico
hidroxilado (Rodriguez-Pérez, Segura-Carretero, & Contreras, 2019) e podem apresentar-
se na forma simples ou ligados com acucares, acidos organicos e outras moléculas
sollveis ou ndo em agua. Os compostos fendlicos podem ser divididos principalmente

em flavonoides e acidos fendlicos (Araujo et al., 2021).

1.3.1. Flavonoides

Os flavonoides sdo a maior classe de polifendis, comumente encontrados em
frutas, legumes, vegetais, nozes, chas, chocolate amargo, vinho tinto, leguminosas e
especiarias, como a canela. Apresentam uma estrutura basica C6-C3-C6, composta por
dois anéis benzenos ligados a uma cadeia com trés carbonos e, pelo menos, um oxigénio.
Sado divididos nomeadamente em flavonois, flavonas, flavan-3-6is, flavononas,
antocianinas e isoflavonas (Figura 9) (Maleki, Crespo, & Cabanillas, 2019; Wen et al.,
2020). Os flavan-3-6is sdo compostos que se apresentam na forma de monémeros, como

catequina e epicatequina, ou polimeros (proantocianidinas) (Pei, Liu, & Bolling, 2020).
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Figura 9: Estruturas quimicas de flavonoides. (A) Flavonois; (B) Flavonas; (C) Flavan-3-éis; (D) Flavononas; (E)
Antocianinas; (F) Isoflavonas.
Desenhadas com eMolecules (https://www.emolecules.com/).

As proantocianidinas sdo taninos condensados de alto peso molecular, formados
por mondmeros de catequina e (epi)catequina, na forma de polimeros e oligomeros
(procianidinas). Com grau de polimerizagdo variando entre 2 a 11 monomeros, as
procianidinas podem ser divididas em tipo-A e tipo-B, de acordo com a natureza das
ligacGes. O tipo-A apresenta ligacbes monoméricas C4-C8 e C2-07, e o tipo-B ligacbes
C4-C8 ou C4-C6 (Figura 10). As proantocianidinas estdo amplamente distribuidas em
diversas plantas, fazendo parte da composicéao de folhas, flores, sementes, nozes, frutos e
cascas, presentes em cacau, uvas, macas, mirtilos, cranberry, avelds, nozes, chas e na
canela (Araujo et al., 2021; Cremonini et al., 2020; Farha et al., 2020; Holkem & Favaro-
Trindade, 2020; Rauf et al., 2019; Wang et al., 2020).

(A) (B)

Figura 10: Estruturas quimicas de dimeros de procianidinas. (A) Ligacgdes tipo A e (B) Ligagdes tipo B.
Desenhadas com eMolecules (https://www.emolecules.com/).
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1.3.2. Acidos fendlicos

Os écidos fenolicos dividem-se principalmente em duas classes e 0s seus
respetivos derivados: acido benzdico (&cidos galico, protocatecuico, p-hidroxibenzdico,
salicilico, vanilico e siringico) e acido cindmico (acidos p-cumarico, cafeico, feralico,
sinépico e clorogénico), constituidos por estruturas de C6-C1 e C6-C3, respetivamente
(Kumar & Goel, 2019; Marchiosi et al., 2020). A diferenca entre os derivados deve-se
principalmente a variacdo de grupos nas posi¢cdes R1 a R5 (Figura 11) (Zhang et al.,
2019).

1 OH 5 TS OH

4 2 &4 2

3
(A) (B)
Figura 11: Estruturas quimicas base dos derivados de &cido
hidroxibenzodico (A) e acido hidroxicindmico (B).
Desenhadas com eMolecules (https://www.emolecules.com/).

As fontes de acidos fendlicos sdo frutas, vegetais, grdos, bebidas e especiarias,
como canela (Gulcin et al., 2019; Rashmi & Negi, 2020). Zhang et al. (2019) encontraram
acidos fendlicos em 44 alimentos diferentes, usualmente consumidos na China, e
obtiveram concentracGes mais abundantes em flores, como couve-flor e broculos, seguido

de raizes, como cenoura, folhas, caules, leguminosas e, por Gltimo, em frutas.

1.3.3. Propriedades e beneficios

As propriedades bioativas dos compostos fendlicos tém sido associadas aos
potenciais anti-inflamatério (Maleki et al., 2019; Margina et al., 2020), antiviral (Levy et
al., 2020), antitumoral (Carvalho et al., 2020; Zabaleta et al., 2020), antioxidante (Silva
& Pogacnik, 2020) e antimicrobiano (Olszewska, Gedas, & Simdes, 2020).

A ingestdo de alimentos ricos em compostos fenodlicos tem sido amplamente
relacionada a diversos beneficios, como efeitos imunorreguladores (Carvalho et al., 2020)
e prebidtico, favorecendo a composicdo e abundancia da microbiota intestinal e a
producdo de metabolitos significativos a saude, com potencial de desinflamacéo intestinal
(Alves-Santos et al., 2020; Pei, Liu & Boling, 2020). Para além disso, influencia na
prevencéo de disturbios metabdlicos, tais como obesidade, resisténcia a insulina, diabetes

tipo 2 e doencas cardiovasculares (Neri-Numa et al., 2020); propriedades terapéuticas de
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doencas neurodegenerativas (Silva & Pogacnik, 2020) e celiaca (Dias et al., 2021);
mitigacdo da aterosclerose (Cullen et al., 2020); e foi comprovado também o potencial no
combate a infeccdo por SARS-CoV-2 (Levy et al., 2020).

Considerando o potencial antioxidante, diferentes extratos ricos em compostos
fendlicos tém apresentado inibicdo de reaces oxidativas comparaveis ou superiores aos
sintéticos, quando incorporados em frutos do mar (Baptista, Horita, & Sant’Ana, 2020),
frutas (Yu & Shi, 2021), vinhos (Marchante et al., 2019), carnes e produtos carneos
(Alirezalu et al., 2021; Munekata et al., 2020).

Dessa forma, os compostos fenolicos apresentam potencial para serem aplicados
com fungdo conservante na inddstria alimentar, tornando-se numa alternativa aos

conservantes sintéticos amplamente utilizados comercialmente.
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2. Objetivos
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Objetivos

Considerando o potencial bioativo da canela e a preferéncia do consumidor por
produtos obtidos de forma mais saudavel, o presente estudo teve como objetivo a
caracterizacdo nutricional, quimica e bioativa da canela organica em po, obtida de
Cinnamomum verum J. Presl, assim como a obtencdo de um extrato rico em compostos
fendlicos.

Dessa forma, os objetivos especificos foram a:

1. Determinacdo do valor nutricional de canela organica em po, através da

aplicacdo de metodologias oficiais de analise (AOAC);

2. Determinacdo da composicéo quimica da canela orgénica em p0, recorrendo a
técnicas cromatograficas para avaliagdo do perfil em aclcares livres, acidos
organicos, acidos gordos e composicdo fenolica; e

3. Determinacdo das propriedades bioativas do extrato hidroetandlico, obtido a
partir da canela organica em po, analisando o potencial antioxidante,
antimicrobiano (antifingico e antibacteriano), citotoxico (em linhas celulares

tumorais e ndo-tumorais) e anti-inflamatério.
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3.1. Amostra

As amostras de canela organica em p6 foram obtidas embaladas (Figura 12) num

estabelecimento comercial - loja online Naturitas (2020).

(A) (B)

Figura 12: Amostras de canela orgénica em p6. Frente (A) e verso (B) da embalagem.

3.2. Padrdes e reagentes
3.2.1. Para a analise quimica e nutricional

O acetonitrilo (99,9%), n-hexano (95%), etanol absoluto (99,9%) e acetato de etilo
(99,8%), todos de grau HPLC, acido sulfurico (3,6 mM), acido sulfurico (0,1 M) e acido
sulfurico concentrado foram adquiridos na Fisher Scientific (Lisboa, Portugal). Por outro
lado, a mistura padrdo de referéncia de éster metilico de acidos gordos (FAME) 37
(padréo 47885-U) foi adquirida da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), bem
como o0s isémeros dos acidos gordos individuais, acucares (D(-)-frutose, D(+)-sacarose,
D(+)-glucose, D(+)-trealose, D(+)-rafinose penta-hidrato e D(+)- melezitose) e padrbes
de &cidos orgéanicos (L(+)-acido ascorbico, &cido citrico, acido malico, &cido oxalico,
acido shiquimico, acido sucinico, &cido fumarico e acido quinico). O tocol racémico, 50
pg/mL, foi comprado na Matreya (Pleasant Gap, PA, USA) e a agua foi tratada num
sistema de purificacdo Milli-Q (TGl Pure Water Systems, Greenville, SC, USA).
Relativamente ao padrdo do composto fendlico utilizado (catequina) foi adquirido na
Extrasyntheses (Genay Cedex, Franca). O tratamento da agua foi feito através de um
sistema de purificacdo Milli-Q (TGI Pure Water Systems, Greenville, SC, USA).
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3.2.2. Para o estudo das bioatividades

Atividade antioxidante: Tampédo Tris-HCI, &cido ascérbico, FeSOs, acido
tricloroacético e acido tiobarbiturico foram obtidos da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA). O padrao trolox (acido 6-hydroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-carboxilico) e
2,2’-azobis(2-metilpropionamida) di-hidroclorido foram fornecidos pela Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, EUA).

Atividades antibacteriana e antifingica: Agar malte foi obtido do Institute of
Immunology and Virology, Torlak (Belgrade, Serbia). O corante Cloreto de p-
iodonitrotetrazolio foi adquirido da Panreac Applichem (Barcelona, Espanha).

Atividade anti-inflamatdria: Os macrofagos RAW 264.7 de rato foram obtidos da
ECACC (European Collection of Animal Cell Culture) (Salisbury, UK), 0 meio DMEM
da Hyclone (Logan, Utah, USA), os lipopolissacarideos bacterianos da empresa Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA) e o kit de reagentes Griess da empresa Promega (Madison,
WI, USA).

Potencial citotoxico: As linhas celulares tumorais humanas adenocarcinoma
intestinal (CaCo-2), adenocarcinoma mamario (MCF-7) e carcinoma pulmonar (NCI-
H460) foram obtidas no Instituto Leibniz - DSMZ (German Collection of
Microorganisms and Cell Cultures GmbH, Braunschweig, Alemanha). A linha celular
tumoral humana adenocarcinoma gastrico (AGS) e uma cultura celular ndo tumoral de
rim de macaco (VERO-B4) foram obtidas da ECACC (Salisbury, UK). O soro fetal
bovino (FBS) inativado termicamente, a L-glutamina, a solucdo salina equilibrada de
Hank, a tripsina-EDTA (acido etilenediaminatetra acético), a solucdo de
penicilina/estreptomicina (100 U/mL e 100 mg/mL), o meio RPMI-1640 (Roswell Park
Memorial Institute) e 0 meio DMEM para células animais (Dulbecco Modified Eagle)
foram fornecidos pela empresa Hyclone (Logan, UT, USA). O acido acético, acido
formico, elipticina, sulforrodamina B, azul de Tripan e Tris foram obtidos da empresa
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). A agua foi tratada como referido anteriormente na

seccao 3.2.1..
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3.3. Determinacao do valor nutricional e composi¢do quimica da canela
3.3.1. Valor nutricional

A composicdo nutricional da canela organica em pé foi realizada através de
metodologias oficiais de analise de alimentos (AOAC, 2016).

O teor em proteinas (Nx6,25) foi determinado pelo método macro-Kjeldahl
(AOAC 978.04), baseando-se na quantidade de azoto presente na amostra. Para tal, foi
adicionado acido sulfurico concentrado (H2SO4) a amostra (0,5 g) (Figura 13A),
proporcionando a destrui¢do de toda a matéria organica e, consequente, a formacéo de
um sal inorgénico, o sulfato de amonio [(NH4)2SO4], no qual é retido o azoto (Figura
13B). De seguida, foi alcalinizada a solu¢@o por adi¢do de hidréxido de soédio (NaOH),
que potencia a libertacdo de azoto na forma de amoniaco (NH3). O amoniaco é, de
seguida, destilado e recolhido numa solucdo de acido sulfdrico (0,1 M). Por fim, é feita
uma titulagdo com NaOH (0,1 M), utilizando um indicador vermelho de metilo, que

permite quantificar o azoto presente na amostra (Figura 13C).

(A) (B) €
Figura 13: Etapas do processo de andlise do teor em proteinas. Amostra com H2SOs (A), digestdo da amostra (B) e
destilacéo e titulagdo da amostra (C). (Fonte: Eliana Pereira; CIMO).

O teor em lipidos foi determinado pela extragdo de uma massa conhecida da
amostra (3,0 g) com éter de petréleo, a 120 °C, durante cerca de 7 horas, usando um
aparelho de Soxhlet (Figura 14). Posteriormente, a fracdo volatil foi evaporada e o extrato
resultante colocado numa estufa até peso constante, de forma a determinar o teor em
lipidos (AOAC 920.85).
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Figura 14: Extracéo de lipidos por Soxhlet.

O teor em cinzas foi determinado por incineracdo numa mufla a 600 £ 15 °C,
durante 5 horas (AOAC 923.03) (Figura 15).

*) o B®)

Figura 15: Determinagdo do teor em cinzas. Mufla e exsicador (A) e cadinhos (B). (Fonte: Eliana Pereira; CIMO).

Os hidratos de carbono foram calculados por diferenca e a energia total
determinada de acordo com a Equacéo 1 e a Equacéo 2:

Energia (kcal) = 4 X (gproteinas + Ghidratos de carbono) + 9 X (Qiipidos)

Equacdo 1: Energia total em quilocalorias (kcal).

Energia (kJ) = 4,1868 x energia (kcal).

Equacdo 2: Energia total em quilojoules (kJ).
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3.3.2. Composicao quimica
3.3.2.1. Agucares livres

O perfil em acucares livres da canela foi determinado por cromatografia liquida
de alta eficiéncia acoplada a um detetor de indice de refracdo (HPLC-RI), de acordo com
0 procedimento descrito previamente por Barros et al. (2013).

Adicionou-se a 1 g de amostra, 1 mL do padrdo interno melezitose (25 mg/mL) e
40 mL de uma solucédo etanol/agua (80:20 v/v). De seguida, a mistura foi colocada num
banho a 80 °C durante 90 minutos (min), a fim de se proceder a extracdo dos compostos.
A mistura foi agitada a cada 15 min. Seguidamente, fez-se a centrifugagdo da suspensao
(centrifuga refrigerada: Centurion K240R, West Sussex, Reino Unido) a 15.000g durante
10 min, e o sobrenadante foi filtrado através de um filtro Whatman N° 4 (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA) para um baldo de vidro de fundo redondo para evaporar o etanol
(rotary evaporator Biichi R-210, Flawil, Switzerland) a 40 °C sob presséo reduzida. A
fracdo aquosa foi lavada trés vezes com 10 mL de éter etilico. De seguida, a fracdo foi
adicionada agua até um volume final de 5 mL, e filtrada através de filtro Whatman de
0,2 um para um vial ambar, para posterior anélise cromatografica.

O equipamento de HPLC é num sistema integrado com uma bomba (Knauer,
sistema Smartline 1000, Berlim, Alemanha), um sistema desgaseificador (Smartline
manager 5000), um mostrador automatico (AS-2057 Jasco, Easton, MD, EUA), um
detetor R (Knauer Smartline 2300) e uma coluna Eurospher 100-5 NH> (4,6 x 250 mm,
5 um, Knauer), operando a 35 °C (forno 7971 R Grace). A fase movel usada foi
acetonitrilo/agua desionizada a 70:30 (v/v), a um caudal de 1 mL/min e o volume de
injecdo foi de 10 pL.

A identificacdo dos agUcares livres foi feita através da comparacdo dos tempos de
retencdo dos picos da amostra com padrées obtidos comercialmente. A analise de dados
foi feita através de software Clarity 2.4 (DataApex) e a quantificacdo foi efetuada
aplicando o método do padrdo interno. Os resultados foram expressos em g por 100 g de

massa seca (ms).

3.3.2.2. Acidos organicos

Os &cidos organicos das amostras de canela organica em pé foram determinados

utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detetor de diodos
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(UFLC-DAD), de acordo com o procedimento descrito anteriormente por Barros et al.
(2013).

Aproximadamente 1 g de amostra foi extraida com 25 mL de acido metafosforico
a 4,5% a temperatura ambiente (cerca de 25 °C), sob agitacdo a 150 rpm, durante 20 min.
A mistura foi entdo filtrada através de filtro Whatman de 0,2 um, e novamente filtrada
através de um filtro de nylon 0,22 um para um vial, para posterior anélise cromatogréfica.

A analise foi efetuada usando um sistema UFLC Shimadzu 20A (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japao). A separacdo dos acidos organicos foi feita através de uma
coluna Cyg de fase reversa SphereClone (250 mm x 4,6 mm de didmetro interno (d.i.),
5 um, Phenomenex, Torrance, CA, USA) termostatizada a 35 °C e a elui¢éo foi efetuada
com &cido sulfurico (3,6 mM), usando um caudal de 0,8 mL/min, e um volume de injecédo
de 20 pL.

A detecdo dos acidos organicos realizou-se através de um DAD nos comprimentos
de onda 215 nm e 245 nm. A quantificacdo efetuou-se através de comparacdo da area dos
picos registados, com curvas de calibracdo obtidas a partir dos padrées comerciais de cada

composto. Os resultados foram expressos em g por 100 g de ms.

3.3.2.3. Acidos gordos

O perfil de acidos gordos foi determinado atraves de um sistema de cromatografia
gasosa acoplado a um detetor de ionizacdo de chama (GC-FID), seguindo um
procedimento descrito por Barros et al. (2013).

A massa obtida por extracdo em Soxhlet (descrita anteriormente na seccéo 3.3.1.)
foi misturada com 5 mL de metanol: acido sulfurico: tolueno 2:1:1 (v/v/v), e mantida sob
agitacdo a 160 rpm, durante aproximadamente 12 horas, num banho (Julabo, SW22;
Seelbach, Germany) a 50 °C. Posteriormente, adicionaram-se 3 mL de dgua desionizada,
agitou-se em vortex e, para a recuperacdo dos FAMEs, adicionaram-se 3 mL de éter
etilico, agitando-se novamente. Apos aguardar a separacdo de fases, 0 sobrenadante foi
transferido para um vial de 1,5 mL, contendo sulfato de soédio anidro, a fim de eliminar a
agua. Por ultimo, filtrou-se a amostra com um filtro de nylon 0,2 um (Whatman) para
outro vial para serem analisados cromatograficamente.

Os acidos gordos foram estudados atraves de um sistema de GC (DANI 1000)
equipado com um injetor split/splitless, FID e uma coluna Macherey Nagel (30 m x

0,32 mm d.i. x 0,25 pum df). O programa da temperatura do forno aplicado foi:
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temperatura inicial da coluna de 50 °C, mantida por 2 min, depois uma subida de
30 °C/min a 125 °C, 5 °C/min de subida para 160 °C, 20 °C/min de subida para 180 °C,
3°C/min subida até 200 °C, 20 °C/min subida até 220 °C e mantido por 15 min. O gas de
arraste utilizado foi hidrogénio, com um caudal de 4,0 mL/min (0,61 bar), medido a 50 °C.
A injecdo de split (1:40) foi realizada a 250 °C, onde 0,1 pL. da amostra foi injetado.

A identificacdo dos &cidos gordos realizou-se comparando 0s tempos de retencdo
relativos dos picos FAME das amostras com os padrdes. Os resultados foram registados
e processados usando o Software CSW 1.7 (DataApex 1.7, Praga, Republica Tcheca) e

expressos em percentagem relativa (%) de cada &cido gordo detetado.

3.3.2.4. Compostos fenolicos

Processo de extracdo: Foi adicionada a amostra (2 g) uma solucdo de etanol/agua

(80:20 v/v; 50 mL), e submetida a agitacdo durante 1 hora a temperatura ambiente (Figura
16A). Apds esse periodo, o sobrenadante foi filtrado através de filtro Whatman N° 4
(Figura 16B) e o residuo resultante submetido novamente a extracdo com 50 mL da
mesma solucdo hidroetandlica. A fracdo etandlica do extrato foi evaporada em
evaporador rotativo a 40 °C e presséo reduzida (Figura 16C), e a fragdo aquosa resultante
foi congelada e liofilizada (FreeZone 4.5, Labconco, Kansas City, MO, USA). Por fim, o
extrato liofilizado (10 mg) (Figura 16D) foi redissolvido em 2 mL de etanol/agua
(20:80 v/v), filtrado sob pressdo reduzida através de um filtro Whatman N° 541, com
auxilio de um funil de Bichner, e mais uma vez filtrado através de um filtro nylon

0,22 um para um vial, para posterior analise cromatografica (Fernandes et al., 2019).

@ ® © (D)

Figura 16: Etapas do processo de extragdo. Agitacdo (A), filtracdo (B), evaporacdo (C) e extrato liofilizado (D).

Método analitico: A analise dos compostos fenolicos foi realizada usando um
sistema Dionex Ultimate 3000 HPLC (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA) equipado

com uma bomba quaternaria, um injetor automatico (5 °C), um desgaseificador e um
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compartimento de coluna com termostato automatizado. A dete¢do dos compostos foi
efetuada com um DAD, usando os comprimentos de onda de 280 nm, 330 nm e 370 nm,
e com um detetor de espectrometria de massa (MS) (Figura 17).

A separacdo dos compostos foi feita numa coluna Waters Spherisorb S3 ODS-2
C18 (3 um, 4,6 mm x 150 mm, Waters, Milford, MA, USA), a 35 °C. A fase movel foi
0,1% de &cido férmico em agua (A) e acetonitrilo (B). O gradiente de elui¢cdo foi de 15%
B (5 min), 15% B a 20% B (5 min), 20-25% B (10 min), 25-35% B (10 min), 35-50% B
(10 min), e a coluna foi reequilibrada (10 min), empregando um fluxo de 0,5 mL/min.

A detecdo de MS foi feita utilizando um espectrémetro de massa lon Trap Linear
LTQ (Thermo Finnigan, San Jose, CA, USA), equipado com uma fonte de ionizacéo
electrospray (ESI). O gas de arraste usado foi o0 azoto (50 psi); a voltagem de spray
utilizada foi de 5 kV, com temperatura inicial de 325 °C e tenséo capilar de -20 V. A
voltagem do tube lens offset foi mantida a -66 V. Os espectros foram gravados em modo
de ido negativo entre 100 e 1500 m/z. A energia de colisdo aplicada foi de 35 (unidades
arbitrarias). Os dados foram recolhidos e analisados usando o programa Xcalibur®
(Thermo Finnigan, San Jose, CA, USA).

A identificacdo dos compostos foi feita por comparacdo dos parametros obtidos
(tempos de retencdo e espectros UV-Vis e massa) com compostos padrdes, quando
disponiveis, ou através da literatura. Para a quantificacdo, foi obtida uma curva de
calibracdo por injecédo de solugbes-padrdo com concentracdes conhecidas: catequina (y =
84,950x — 23,200; R? = 0,999); baseadas nos sinais UV-Vis e utilizando o comprimento
de onda méximo de absorcdo de cada composto padrdo. Nos casos de indisponibilidade
de padrdes comerciais, a quantificacdo foi realizada através de curvas de calibracdo de
compostos do mesmo grupo fendlico (Fernandes et al., 2019). Os resultados foram

expressos em mg por g de extrato.
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Figura 17: HPLC-DAD-ESI/MS. (Fonte: Eliana Pereira; CIMO).

3.4. Avaliacao das propriedades bioativas
3.4.1. Preparacdo do extrato hidroetandlico de canela

A extracdo foi realizada de acordo com o descrito anteriormente na secc¢éo
3.3.2.4.. O extrato liofilizado foi re-dissolvido numa concentracdo de 20 mg/mL em
etanol/agua 80:20 (v/v) para os ensaios atividade antioxidante (sec¢do 3.4.2.), em meio
de cultura (10 mg/mL) para a anélise da atividade antimicrobiana (seccéo 3.4.3.), e em
agua destilada numa concentracdo de 8 mg/mL para avaliacdo da atividade citotdxica (em
linhas celulares tumorais e ndo-tumorais) (seccdo 3.4.4. e 3.4.5.) e anti-inflamatéria
(seccdo 3.4.6.). Posteriormente, estas solucdes foram diluidas sucessivamente de forma a

obter as concentragdes de trabalho.

3.4.2. Atividade antioxidante

3.4.2.1. Inibicao da peroxidacao lipidica em tecidos cerebrais de porco através
da formag&o de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)

A avaliacdo da peroxidacao lipidica seguiu o procedimento descrito por (Barros
et al., 2013). Cérebros de porco, obtidos nhum matadouro local, foram dissecados e
homogeneizados com tampao Tris-HCI gelado (20 mM, pH 7,4), a fim de produzir um
homogenato de tecido cerebral numa propor¢do de 1:2 (p/v); de seguida, a mistura foi
centrifugada a 3000 rpm por 10 min.
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Uma aliquota (0,1 mL) do sobrenadante foi incubada a 37,5 °C por 60 min com as
diferentes concentragdes da solucdo (0,2 mL), na presenca de FeSO4 (10 uM; 0,1 mL) e
acido ascorbico (0,1 mM; 0,1 mL). Como controlo foi utilizado a solucdo etanol/agua
80:20 (v/v). Ap0s esse periodo, adicionou-se a mistura acido tricloroacético (28% plv,
0,5 mL), a fim de interromper a reacdo. Seguidamente, foi adicionado &cido tiobarbiturico
(TBA, 2% plv, 0,38 mL) e a mistura foi submetida ao aquecimento a 80 °C durante
20 min. Posteriormente, a mistura foi centrifugada a 3000 rpm durante 5 minutos para
remover a proteina precipitada. A intensidade da cor do complexo MDA-TBA no
sobrenadante foi medida num espectrofotometro a 532 nm (Figura 18). A taxa de

inibicdo (%) foi calculada usando a Equagéo 3.

Taxa de inibi¢do (%) = ( x 100

A—-B)
A
Equacdo 3: Equacdo da determinagdo da taxa de inibicdo em ensaio TBARS.

Onde:
A: absorbancia do controlo;
B: absorbancia da solugdo do composto.

—

e

g

Figura 18: Ensaio de avaliacdo da atividade antioxidante através do método de
TBARS. (Fonte: José Pinela; CIMO).

Fundamento tedrico

Este ensaio tem por base a medicdo de produtos da oxidacdo lipidica,
nomeadamente o malondialdeido (MDA), um composto que reage com duas moléculas
de TBA, na presenca de ides H* e alta temperatura, produzindo um cromégeno (MDA-
TBA) (Figura 19) de cor rosa, que é absorvido a 532-535 nm. A oxidag&o é realizada
numa matriz rica em lipidos, como o cérebro de porco, e induzida pela adi¢do de um ido
metalico, tais como ferro e cobre. A inibi¢cdo da oxidacdo ocorre pela capacidade dos
compostos antioxidantes, presentes na amostra, de parar o processo. Dessa forma, quanto

maior for a capacidade antioxidante, menor sera a formagdo de cromogeno (menos
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coloragéo rosa) (Damodaran, Parkin & Fennema, 2010; Dasgupta & Klein, 2014; Ghani
etal., 2017).

HS. _N_ _OH Ss<. _N_ _OH HO._ _N_ _SH
D ¥ ad
Nao 0P "0 H* Naw AN ~. N

+ 0 R
OH OH OH

TBA MDA MDA-TBA

Figura 19: Formacédo do cromégeno MDA-TBA.
Estruturas desenhadas com eMolecules (https://www.emolecules.com/).

3.4.2.2. Inibicao da hemdlise oxidativa (OxHLIA)

A avaliacdo da inibicdo da hemdlise oxidativa seguiu a metodologia descrita
anteriormente por Silva de Sa et al. (2019). Uma solucéo de glébulos vermelhos (RBC)
(2,8%, v/v; 200 pL) preparada em tampéo fosfato-salino (PBS; pH 7,4) foi misturada com
400 pL de: 1) solugao de extrato (6,25-200 ug/mL em PBS); ii) solugéo de PBS (controlo);
iii) agua destilada (para hemdlise completa); ou iv) o controlo positivo trolox (7,81-
250 pg/mL PBS). Apos a pré-incubacéo a 37 °C por 10 min com agitacéo, 200 ul de 2,2’-
Azobis(2-metilpropionamida) di-hidroclorido (AAPH; 160 mM em PBS; Sigma-Aldrich)
foram adicionados e a densidade dptica foi medida em 690 nm, a aproximadamente cada
10 min, em um leitor de microplaca (Bio-Tek Instruments, ELX800), até hemdlise
completa. A percentagem da populacdo de eritrécitos (P) que permaneceu intacta foi
calculada de acordo com a Equacdo 4. A Figura 20 mostra algumas etapas do

procedimento experimental.

S, — CHo
P (%)= (So — CHo

Equacdo 4: Percentagem da populacdo de eritrdcitos (P) no ensaio OxHLIA.

>x100

Onde:

St: densidade dptica da amostra no tempo t;

So: densidade 6ptica da amostra no tempo 0;

CHo: densidade Optica da hemdlise completa no tempo 0.

Os valores At (min) resultantes da metade do tempo de hemdlise (valores Htso)
obtidos a partir das curvas hemoliticas de cada concentragéo de extrato, menos o valor de
Htso do controlo PBS, foram correlacionados a respetiva concentracdo de extrato para

obter os valores ECso (ug/mL), os quais foram calculados para um periodo de 60 min
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(concentracdo de extrato necessario para proteger 50% da populacéo de RBC da hemdlise
por 60 min).

"o

N . o TEN N AR N s
Figura 20: Ensaio de avaliacdo da atividade antioxidante pelo método de OxHLIA. (Fonte: José Pinela; CIMO).

Fundamento tedrico

O ensaio de OxHLIA avalia a capacidade de antioxidantes de retardar a hemdlise
dos eritrocitos de ovelha. A hemdlise ocorre pela acdo de dois tipos de radicais, 0s
hidrofilicos e os lipofilicos. Os radicais hidrofilicos, que sdo formados durante a
decomposicdo térmica do AAPH (pro-oxidante), oxidam as membranas dos eritrocitos e,
dessa oxidacdo, sdo formados os radicais lipofilicos. O momento em que ocorrera a
hemolise pode ser retardado pela acdo dos antioxidantes, que agem capturando esses

radicais (tempo de atraso da hemolise) (Prieto & Vazquez, 2014).

3.4.3. Atividade antimicrobiana
3.4.3.1. Atividade antibacteriana

A avaliagéo da atividade antibacteriana seguiu a metodologia descrita por Sokovi¢
et al. (2010). Utilizaram-se bactérias Gram-negativas, tais como Escherichia coli (ATCC
25922), Enterobacter cloacae (ATCC 35030) e Salmonella Typhimurium (ATCC
13311), bem como bactérias Gram-positivas, tais como Staphylococcus aureus (ATCC
11632), Bacillus cereus (isolado de alimento) Listeria monocytogenes (NCTC 7973).
Estes microrganismos foram adquiridos no Laboratério de Micologia do Departamento
de Fisiologia Vegetal do Instituto de Investigagdo Bioldgica “SiniSa Stankovi¢” da
Universidade de Belgrado na Sérvia. As concentraces minimas inibitoria (CMI) e

bactericida (CMB) foram determinadas usando o0 método de microdiluicao.
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As culturas bacterianas foram ajustadas, através de espectrofotdmetro a 625 nm,
com solucéo salina estéril, até uma concentragdo aproximada de 1,0 x 10® UFC/mL.
Previamente, os inoculos foram cultivados em meio sélido para verificar a sua validade e
a auséncia de contaminacéo. De seguida, as diferentes dilui¢cdes do extrato hidroetandlico
foram pipetadas para os po¢os de uma microplaca e adicionados 100 pL de caldo triptico
de soja (TSB) e 10 pL de in6culo. A microplaca foi incubada a 37 °C durante 24 horas.
Apbs o periodo de incubacdo, adicionou-se a cada po¢o 40 uL de corante cloreto de p-
iodonitrotetrazdlio (INT; 0,2 mg/mL) e incubou-se novamente a 37 °C durante 30 min.

As menores concentragfes que produziram uma inibigdo significativa do
crescimento bacteriano (em torno de 50%) em comparagédo ao controlo positivo, ou seja,
as CMils, foram determinadas por um ensaio colorimétrico de viabilidade microbiana
baseado na alteracdo da cor amarela para rosa.

As CMBs foram determinadas por subcultura em série, adicionando 10 uL de cada
poco, que ndo apresentou mudanca de coloracdo, a 100 uLL de TSB, seguido de incubagéo
a 37 °C por 24 horas. A menor concentracdo sem crescimento visivel foi considerada
como a CMB. Os aditivos conservantes de alimentos sulfito de sddio (E221) e
metabissulfito de potéssio (E224) foram utilizados como controlos positivos. Os
resultados de CMI e CMB foram expressos em mg por mL.

3.4.3.2. Atividade antifangica

A avaliagdo da atividade antiflngica seguiu o procedimento descrito
anteriormente por Sokovi¢ & van Griensven (2006). Os micromicetos utilizados foram
Aspergillus fumigatus (ATCC 9197), Aspergillus versicolor (ATCC 11730), Aspergillus
niger (ATCC 6275), Penicillium funiculosum (ATCC 36839), Penicillium
aurantiogriseum (isolado de alimento) e Trichoderma viride (IAM 5061). Estes
microrganismos foram adquiridos no Laboratorio de Micologia do Departamento de
Fisiologia Vegetal do Instituto de Investigagdo Biologica “SiniSa Stankovi¢” na
Universidade de Belgrado, Sérvia. As concentragdes minimas inibitéria (CMI) e
fungicida (CMF) foram determinadas usando o método de microdiluig&o.

Os fungos foram mantidos em &agar malte (MA), armazenados a 4 °C e sub-
cultivados uma vez por més. Os esporos fungicos foram lavados da superficie do agar
com solucéo salina estéril (0,85%) suplementado com Tween 80 (0,1% v/v). A suspensao

de esporos foi ajustada com uma solucdo salina estéril para uma concentragdo de,
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aproximadamente, 1,0 x 10° UFC/mL, e inoculadas em MA a fim de verificar a sua
validade e a auséncia de contaminacao.

A CMI foi determinada adicionando o extrato hidroetanélico aos pocos com caldo
extrato de malte e indculo fangico, seguido de incubacdo a 28 °C durante 72 horas. As
concentragfes mais baixas, sem crescimento visivel (usando um microscopio binocular),
foram definidas como CMI.

As concentracdes minimas fungicidas (CMFs) foram determinadas por subcultura
em série de 2 pL de cada pogo, que ndo apresentou crescimento, em microplaca contendo
100 pL de caldo extrato de malte por pogo, seguido de incubacdo a 28 °C durante
72 horas. A menor concentragdo sem crescimento visivel foi definida como CMF,
indicando 99,5% de morte do indculo original. Os aditivos conservantes de alimentos
E221 e E224 foram utilizados como controlos positivos. Os resultados de CMI e CMF

foram expressos em mg por mL.

3.4.4. Avaliacao da citotoxicidade em linhas celulares tumorais

O potencial citotdxico do extrato hidroetandélico foi avaliado através do método
da sulforrodamina B (SRB) (Figura 21), descrito previamente por Barros et al. (2013).
Todos os procedimentos foram realizados em ambiente asseptico e em cdmara de fluxo
laminar (TLStar, AV-30/70), a fim de evitar contaminacdes.

Uma cultura celular ndo tumoral de rim de macaco (VERO-B4), e quatro linhas
celulares tumorais humanas, adenocarcinoma intestinal (CaCo-2), adenocarcinoma de
mama (MCF-7), adenocarcinoma gastrico (AGS) e carcinoma de pulmédo (NCI-H460),
foram mantidas a 37,5 °C (ar humidificado, 5% CO2), em meio RPMI-1640,
suplementado com 10% de FBS. As células apenas foram utilizadas quando apresentavam
entre 70% e 80% de confluéncia.

O meio de cultura de cada caixa que continha as linhas celulares foi retirado e
adicionado 2 mL de HBSS para lavagem. De seguida, uma enzima proteolitica tripsina
(1,5 mL) foi adicionada, e a caixa novamente incubada por 3 minutos, a fim de descolar
as células. Apos esse periodo, adicionou-se meio de cultura (3 mL) para inativar a tripsina
e evitar que ocorra destruicdo celular. Entdo, a suspenséo celular obtida foi transferida
para um tubo Falcon estéril, centrifugada (1200 rpm, 5 min, 10 °C) e, ap6s descarte do

sobrenadante, o pellet foi ressuspendido em meio de cultura (5 mL). Desta suspensao,
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retirou-se uma aliquota de 50 L, & qual se adicionou 50 pL de solugdo de azul tripano €
homogeneizou-se para a contagem do numero de células numa cAmara de Neubauer.

O extrato hidroetandlico foi diluido com agua até as concentracbes a testar
(0,125 - 8 mg/mL), transferido (10 uL) para cada poco de uma microplaca e, de seguida,
adicionadas as suspensdes celulares (190 upl) numa densidade apropriada
(5,0 x 10* células/poco), de acordo com os calculos efetuados. As concentragdes finais
obtidas de extrato hidroetanolico foram de 6,25 - 400 ug/mL. A microplaca foi selada e
incubada a 37,5 °C durante 48 horas (ar humidificado, 5% CO).

Ap0s o periodo de incubagdo, a cada poco foram adicionados 100 pL de &cido
tricloroacético frio (TCA, 10%), e a microplaca incubada a 4 °C durante 60 min para a
fixacdo das células. Seguidamente, a microplaca foi lavada com agua desionizada e, apos
secagem, adicionado 100 pL de uma solucdo de SRB (0,1% em 1% de &cido aceético),
seguido de repouso durante 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente, a microplaca
foi lavada trés vezes com acido acético (1%), para remover a SRB ndo aderida, e colocada
a secar. Por fim, a SRB aderida foi solubilizada com 200 pL de Tris (10 mM; pH 7,4),
num agitador de microplacas (Stat Fax-2100), e a absorvancia medida a 540 nm. Utilizou-
se a elipticina como controlo positivo. Os resultados foram expressos em valores de Glso
(concentracdo de extrato hidroetandlico que inibe 50% de crescimento celular), em

unidades de pg por mL.

Figura 21: Avaliaco citotxica em linha celular tumoral. (Fonte: Filipa Mandim; CIMO).
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3.4.5. Avaliacdo da citotoxicidade numa linha celular ndo-tumoral e numa

cultura de células primaria

O ensaio em células ndo tumorais seguiu o procedimento descrito por Barros et
al. (2013). Neste ensaio, utilizou-se figado de porco, obtido num matadouro local, de
forma a obter uma cultura celular ndo tumoral designada por PLP2 (cultura priméria de
células de figado de porco). O tecido foi lavado com HBSS, contendo 100 U/mL de
penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina, e dividido em explantes de aproximadamente
1 mm?3. Os explantes foram colocados em frascos de 25 cm? contendo meio DMEM
suplementado com FBS (10%), amino&cidos ndo essenciais (2 mM), penicilina
(100 U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL). Os frascos foram incubados a 37,5 °C sob
atmosfera humidificada e 5% de CO.. O meio foi substituido a cada dois dias de
incubacdo e o crescimento celular foi monitorizado por observacdo em microscépio de
contraste de fase.

Seguidamente, as células foram transferidas (190 uL) para uma microplaca, de
forma a obter uma densidade de 1,0 x 10* células/pogo, juntamente com 10 pL das
diferentes diluicbes do extrato hidroetanolico com &gua (400 a 6,25 pg/mL). A
microplaca foi incubada a 37,5 °C por 48 horas. Em seguida, efetuou-se o ensaio SRB,
descrito anteriormente (seccéo 3.4.4.). A elipticina foi utilizada como controlo positivo.
Os resultados foram expressos em Glso (concentracdo de extrato que inibe 50% de

crescimento celular em cultura de células PLP2), em unidades de pg por mL.

3.4.6. Avaliacao da atividade anti-inflamatoria

A atividade anti-inflamatéria (Figura 22) foi testada em macr6fagos RAW 264.7
de rato, de acordo com o procedimento descrito por Jabeur et al. (2016). As culturas
celulares foram feitas em meio DMEM suplementado com 10% de soro bovino, inativado
termicamente, e L-glutamina, e incubadas a 37,5 °C com 5% de CO- e ar himido (HF
151, Heal Force).

As células com crescimento ativo foram soltas com um raspador celular. A
densidade experimental das células foi estabelecida em 5,0 x 10° células/mL. A proporgio
de células mortas foi inferior a 1%, de acordo com o teste de excluséo de Azul de Tripan.
Seguidamente, as células (190 pL) foram distribuidas em cada pogo de uma microplaca

e incubadas durante a noite (37,5 °C, 5% de CO2, ar hiumido).
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Posteriormente, as células foram tratadas com diferentes concentragdes do extrato
hidroetanolico (10 pL, 0,125 — 8 mg/mL) e incubadas durante 1 hora sob as mesmas
condicdes citadas anteriormente. As concentracgdes finais de extrato obtidas foram de 6,25
— 400 pg/mL. De seguida, foram adicionados aos pocos lipopolissacarideos (LPS)
bacterianos (1 pg/mL) e a microplaca novamente incubada por um periodo de 24 horas,
a fim de estimular as células a secretarem éxido nitrico (NO). Controlos sem a adi¢éo de
LPS foram preparados para observar se estes induziam alteragdes nos niveis basais de
NO.

A quantificagéo de NO foi determinada utilizando um kit de reagentes Griess que
contém sulfanilamida e hidrocloreto de N-(1-naftil) etilenodiamina (NED). O
sobrenadante das células (100 puL) foi transferido para outra microplaca e misturado aos
reagentes, 5 a 10 minutos cada, a temperatura ambiente. A producdo de NO foi
determinada medindo a absorbancia a 540 nm (leitor de microplacas EL X800 Biotek, Inc;
Winooski, EUA), e a leitura comparada com a curva de calibracéo.

Os resultados foram calculados através da representacdo grafica da percentagem
de inibicdo da producédo de 6xido nitrico versus a concentracdo de amostra, e expressos
relativamente a concentracdo de cada um dos extratos que provoca a inibicdo em 50% da
producéo de 6xido nitrico (ECso), em unidades de pg por mL.

Figura 22: Avaliagdo da atividade anti-inflamatoria. (Fonte: Filipa Mandim; CIMO).

Fundamento tedrico

O ensaio de atividade anti-inflamatoria avalia a capacidade de antioxidantes de
reduzir a producdo de NO. Os macrdfagos ap6s serem expostos aos imunoestimulantes,
como o LPS (componente da parede celular de bactérias Gram negativas), secretam
mediadores inflamatorios, tal como o NO. O NO é um radical livre sintetizado pela
enzima iNOS (inducible nitric oxide synthase), que exerce funcdo anti-inflamatéria bem
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como a morte microbiana, porém também esta envolvido em muitas doencas patologicas
no organismo. A producgdo de NO é medida através de nitrito (NO2"), um produto da
degracdo do NO. O nitrito reage com sulfanilamida e depois com NED, formando um
composto azo estavel de cor vermelha (Figura 23), que apresenta absorbancia em 540 nm
(Taofiq et al., 2016).

NO,~ H,0
HQNOQS NH2 L‘& HQNOQS N2+
" NH
Sulfanilamid @ NN
uirfaninamiaa NED
¥ NH
H2N028—©—N=N @ NN

Composto Azo

Figura 23: Reag@es quimicas entre NOz, sulfanilamida e hidrocloreto de N-(1-naftil) etilenodiamina (NED).
(Fonte: Promega, 2009).
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4. Resultados e Discussao
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4.1. Caracterizacdo nutricional da canela organica em po

Os resultados da composicdo nutricional da canela orgénica em pd estdo
apresentados na Tabela 3. Entre os macronutrientes avaliados, os hidratos de carbono
foram os mais abundantes, com 89,0 £ 0,2 g/100 g ms, seguido das proteinas (4,9 *
0,1 g/100 g ms), cinzas (3,7 + 0,1 g/100 g ms) e lipidos (2,43 + 0,03 g/100 g ms). Em
relagdo ao valor energético, a cada 100 g de canela consumida séo fornecidos 397,2 kcal
ou 1663 kJ.

Tabela 3: Parametros nutricionais da canela organica em p6 (média
* desvio padréo).

Parametro nutricional Valor
Proteinas (g/100 g ms) 49+0,1
Lipidos (9/100 g ms) 2,43 £0,03
Hidratos de carbono (g/100 g ms) 89,0+0,2
Cinzas (g/100 g ms) 3,7+0,1
Energia (kcal/100 g ms) 397,2+£0,3
Energia (kJ/100 g ms) 1663+ 1

mS - massa seca.

Sdo vaérios os estudos disponiveis na literatura referentes a canela de C. verum,
obtida pelo modo de producdo convencional, no entanto ndo ha estudos cientificos que
abordem a composicdo nutricional de canela organica, ou seja, canela obtida através do
modo de producéo bioldgico.

Os valores nutricionais da canela organica em p0 apresentaram concentracoes
mais elevadas comparativamente com os valores da canela produzida no modo
convencional, disponiveis em bases de dados na literatura (BDA, 2015; DTU, 2020;
MEXT, 2015), nomeadamente proteinas (3,60-4,00 g/100 g), hidratos de carbono (55,5-
81,2 g/100 g) e energia (246-364 kcal/100 g). Apenas o teor em cinzas (3,60-
3,90 ¢g/100 g) e lipidos (1,20-3,50 g/100 g) foram semelhantes aos valores disponiveis.

Qaid et al. (2021) estudaram o valor nutricional de canela convencional, obtida de
C. verum, através das metodologias de analise da AOAC, e obtiveram um teor em hidratos
de carbono de 88,36 g/100 g, de proteinas de 4,43 g/100 g e cinzas de 3,18 g/100 g,
valores semelhantes aos obtidos para canela organica em po. No entanto, o contetdo em
lipidos (4,03 g/100 g) divergiu do resultado apresentado no presente estudo.

Saber (2019) também avaliou a composi¢do nutricional da canela em pé
comercial, obtida a partir de C. verum, por métodos oficiais da AOAC. Os resultados
obtidos revelaram um contetdo de hidratos de carbono de 50,89 + 0,24 %, teor em lipidos
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de 3,44 £ 0,43 %, teor em proteinas de 3,22 + 0,14 % e teor em cinzas de 2,20 + 0,43 %,
valores estes que divergem com os resultados apresentados no presente estudo.

Segundo Ribeiro-Santos et al. (2017), as diferencas encontradas entre os diversos
estudos podem ser devido ao tipo de cultivo, a composic¢éo do solo, a fase de maturacéo,

as condices climaticas e ambientais e aos pardmetros geogréaficos.

4.2. Composi¢cao quimica da canela organica em po
4.2.1. Perfil em agUcares, &cidos organicos e acidos gordos

Os resultados do perfil em acgUcares livres, acidos organicos e &cidos gordos da
canela organica em po estao presentes na Tabela 4.

Relativamente ao perfil em acucares, a canela organica em po revelou a presenca
de quatro moléculas, dois monossacaridos (glucose e frutose) e dois dissacéridos
(sacarose e trealose) (Figura 24). A frutose foi o principal aglcar livre detetado
(0,62 g/100 g ms), seguido pela glucose (0,51 g/100 g ms), trealose (0,19 g/100 g ms) e
sacarose (0,04 g/100 g ms). A concentracdo total de agucares livres foi de 1,35 g/100 g
ms.

Na literatura ndo foram encontrados estudos que avaliam a composicdo em
acucares da canela obtida a partir de C. verum J. Presl. No entanto, segundo a base de
dados do United States Department of Agriculture (USDA, 2019), a canela obtida de
C. cassia, uma espécie mais comum originada na China, produzida no modo
convencional, apresenta uma concentragdo de glucose maior (1,04 g/100 g) e um
conteddo de frutose (0,02 g/100 g) e de sacarose (0,02 g/100 g) menores do que os valores
obtidos no presente estudo.

Considerando uma escala de poder de dogura em que a sacarose é 100, a frutose e
a glucose equivaleriam a 150-170 e 70-80, respetivamente, ou seja, a frutose apresenta
um potencial de dogura maior que a sacarose e a glucose um potencial menor (Helstad,
2019). Dessa forma, a canela organica obtida a partir de C. verum J. Presl apresenta uma
docura levemente maior do que a canela de C. cassia, 0 que também foi observado por
Kawatra & Rajagopalan (2015).

No que concerne aos acidos organicos presentes na canela organica em po, 0s
resultados revelaram a presenca de cinco moléculas de elevado interesse: acido oxalico,

malico, shiquimico, citrico e fumarico (Tabela 4). O acido oxalico foi o composto mais
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abundante (0,99 + 0,03 g/100 g ms), seguido do acido citrico (0,457 + 0,003 g/100 g ms),
acido malico (0,33 £ 0,01 g/100 g ms), shiquimico (0,03 £ 0,001 g/100 g ms) e, por tltimo,
0 acido fumarico (0,0078 = 0,0003 g/100 g ms), que apresentou uma concentracdo
consideravelmente mais baixa. A concentracao total de acidos organicos foi de 1,82 +
0,05 g/100 g ms.

Os acidos organicos mais abundantes na canela tém sido associados a diversas
funcBes bioquimicas em alimentos. A nivel industrial, o &cido oxalico tem demonstrado
melhorias na qualidade e prolongamento da vida util de frutas e vegetais, através do
retardamento do amadurecimento durante o periodo de armazenamento, aumento da
integridade da membrana e diminui¢cdo do aparecimento de danos ocasionados pelo
armazenamento a frio. Para além disso, interfere no controlo de doencas pds-colheita
(Huang et al., 2013; Li et al., 2016; Zheng et al., 2019), reducdo do escurecimento
enzimatico da superficie apds o corte e menor contagem de mesofilos totais (Ali et al.,
2020) e na melhoria da qualidade nutricional p6s-colheita e do potencial antioxidante de
frutas (Razavi & Hajilou, 2016).

Relativamente ao &cido citrico, varios estudos recentes tém demonstrado o seu
efeito antimicrobiano, quando utilizado de forma sinérgica ou separadamente,
nomeadamente contra Escherichia coli O157:H7, Salmonella enterica serotipo
Typhimurium (Salmonella Typhimurium), Listeria monocytogenes e Staphylococcus
aureus, em varios alimentos, tais como vegetais (Al-Rousan et al., 2018; Cho & Ha, 2021;
Jeon & Ha, 2020), meldo (Tantratian & Balmuang, 2021), raiz de l6tus (Gouda et al.,
2021), queijo (Seok & Ha, 2021) e salmao (Dogruyol, Mol, & Cosansu, 2020). Para além
disso, o &cido citrico também promoveu diminui¢do do crescimento de L. monocytogenes
em ambientes de processamento de alimentos (Boucher et al., 2021); revelou um efeito
bactericida sinérgico em biofilmes de E. coli O157:H7 (Kang, Lee, & Kang, 2021); e
demonstrou ser efetivo na reducdo da contagem de coliformes totais durante a
fermentacdo da silagem (Lv et al., 2020). Para além disso, o &cido citrico apresenta
propriedades medicinais, sendo uma boa alternativa para o tratamento de feridas na pele
provocadas por varias bactérias, como S. aureus, Klebsiella spp. e Pseudomonas
aeruginosa (Nagoba et al., 2012 e 2017).

O acido malico é uma substancia que tem sido aplicada na industria alimentar de
varios paises, como agente aromatizante, conservante e como regulador de acidez. Para

além disso, apresenta propriedades antibacteriana, antioxidante, texturizante e quelante
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de ferro e célcio, o qual evita a precipitacdo de sais de ferro/cdlcio em bebidas
enriquecidas (Gonzélez-Fandos & Herrera, 2013; Marques et al., 2020).

Wariyapperuma et al. (2020) avaliaram a composi¢do quimica de extratos de
canela, obtida a partir de C. zeylanicum, produzida no modo convencional e disponivel
comercialmente no Sri Lanka. Neste estudo também foi identificado o &cido oxalico, num
extrato obtido através de destilacdo a vapor, contudo numa concentragdo menor (0,21%)
comparativamente com o presente estudo.

Relativamente a composicdo em acidos gordos, os resultados foram apresentados
na Tabela 4 . A amostra de canela organica em po revelou a presenca de dez moléculas,
destacando-se o acido palmitico (C16:0) como o acido gordo maioritario (53,4 + 0,1 %).
Outras moléculas que apresentaram concentrac@es significativas foram acido oleico
(C18:1n9; 9,0 £ 0,1 %), estearico (C18:0; 8,0 £ 0,2 %), miristoléico (C14:1; 5,0 £ 0,1 %),
linoleico (C18:2n6; 5,0 + 0,1 %) e lignocérico (C24:0; 6,5 + 0,1 %). Os restantes acidos
gordos identificados apresentaram concentracGes inferiores a 5%.

Abdeen et al. (2019) estudaram os compostos fitoquimicos do extrato metandlico
da canela de C. zeylanicum, obtida no Egito, e identificaram e quantificaram sete
compostos, entre eles o &cido palmitoleico (C16:1; 2,65%), o qual ndo foi identificado no
presente estudo, e 0 &cido oleico numa concentracdo de 8%, valor menor do que o obtido
na canela organica deste trabalho.

Na avaliacdo de extrato etandlico de canela comercial obtida a partir de
C. zeylanicum, oriunda do Sri Lanka, Wariyapperuma et al. (2020) detetaram os &cidos
linoleico (0,13%) e palmitico (0,28%) em concentragdes muito inferiores,
comparativamente ao extrato hidroetandlico da canela organica do presente estudo.

O 4cido palmitico € o acido gordo saturado mais comum encontrado em plantas,
animais e microrganismos (Libran-Pérez et al., 2019). Estd relacionado com varias
fungdes bioldgicas e encontra-se presente no corpo humano de 20 a 30% do total de &cidos
gordos, podendo ser obtido através da ingestdo ou sintetizado endogenamente (Carta et
al., 2017). Para além disso, estudos tém relacionado o seu consumo com propriedades
terapéuticas, tais como antimicrobiana (Padmini et al., 2020), antiviral (Libran-Pérez et
al., 2019) e anti-inflamatoria (Prasath et al., 2021).

A elevada presenca de &cido palmitico faz com que os acidos gordos saturados
(SFA; 80,9 £ 0,1 %) sejam o principal grupo presente na amostra de canela, seguido dos
acidos gordos monoinsaturados (MUFA; 14,04 + 0,02 %) e dos é&cidos gordos
polinsaturados (PUFA; 5,0 £ 0,1 %).
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Na canela da espécie C. cassia, segundo a base de dados do USDA (2019), o grupo
de &cidos gordos maioritario também é SFA (52,35%), seguido por MUFA (37,33%) e
PUFA (10,32%), revelando concentracGes diferentes das encontradas para a canela
organica obtida de C. verum J. Presl.

Tal como descrito anteriormente, também a oscilacdo de concentragcdes que se
verificou na composi¢do quimica pode ser explicada devido ao método de cultivo
utilizado, ao tipo de fertilizacdo aplicada, ao estagio de maturacdo da planta, aos fatores

ambientais, entre outros (Heimler et al., 2017; Ribeiro-Santos et al., 2017).

Tabela 4: Composi¢do quimica da canela organica em p6 (médiatdesvio padrao).

Teor em acUcares (9/100 g ms) Acidos gordos (%)
Frutose 0,62 +0,02 C14:0 48+0,1
Glucose 0,51+0,01 Cl4:1 50+0,1
Sacarose 0,040 + 0,001 C15:0 28+0,1
Trealose 0,19+0,01 C16:0 53,4+0,1
Total 1,35+ 0,04 C18:0 8,0£0,2
Teor em &cidos organicos (g/100 g ms) C18:1n9 9,0+0,1
Acido oxalico 0,99 + 0,03 C18:2n6 50+0,1
Acido malico 0,33+£0,01 C22:0 4,14 + 0,03
Acido shiquimico 0,03 + 0,001 C23:0 1,26 £ 0,05
Acido citrico 0,457 + 0,003 C24:0 6,5+0,1
Acido fumarico 0,0078 + 0,0003 SFA 80,9+0,1
Total 1,82 £ 0,05 MUFA 14,04 £ 0,02
PUFA 50+0,1

ms — massa seca; acido miristico (C14:0); Acido miristoléico (C14:1); Acido zdico (C15:0); Acido
palmitico (C16:0); Acido estearico (C18:0); Acido oleico (C18:1n9); Acido linoleico (C18:2n6c); Acido
beénico (C22:0); Acido tricosandico (C23:0); Acido lignocérico (C24:0). SFA — Acidos gordos saturados;
MUFA- Acidos gordos monoinsaturados; PUFA - Acidos gordos polinsaturados.
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Figura 24: Perfil em agUcares livres do extrato hidroetandlico da canela organica em po, obtida a partir de C. verum
J. Presl. 1- Frutose; 2- Glucose; 3- Sacarose; 4- Trealose; 5- Melezitose.
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4.2.2. Perfil em compostos fendlicos

Os tempos de retencdo na zona do visivel (Amax), 0 i80 molecular, nomeadamente
fragmentos do 3o molecular (MS?), a tentativa de identificacdo e quantificacio, obtidos
por analise em HPLC-DAD-MS no extrato hidroetanolico de canela organica, obtida a
partir de C. verum J. Presl, sdo apresentados na Tabela 5. Todos os picos foram
identificados como proantocianidinas (PAC), baseado na sua analise pseudomolecular e
nos padrdes de fragmentacio MS?. Trés ibes caracteristicos foram observados: m/z 451,
425 e 407, atribuidos as fissbes do anel heterociclico, retro-Diels-Alder, e a perda
adicional de uma unidade de 4gua da unidade (epi)catequina (m/z 289 e 287, unidade de
(epi)catequina inferior e superior, respetivamente). As analises realizadas nos fragmentos
produzidos permitiram apenas inferir o tipo de unidades elementares e a posi¢éo relativa
no oligomero de PAC. Entretanto, os dados cromatogréaficos obtidos no espectrometro de
massa nao permitiram estabelecer a posicdo entre as unidades de flavan-3-6is e
diferenciar entre as catequinas isomeéricas. Como tal, foi feita a tentativa de identificagdo
dos picos de acordo com o numero de unidades de (epi)catequina ligadas como dimeros
(picos 1 e 2, [M-H] a m/z 577), trimeros (picos 3, 4 e 5, [M-H]" a m/z 863), tetrameros
(picos 6, 7 e 8, [M-H] a m/z 1153) e pentameros (picos 9 e 10, [M-H]" a m/z 1441).

As PAC sdo compostos bioativos que tém sido amplamente relacionados com
varios efeitos terapéuticos, tais como: anti-inflamatorio, antidiabético, anticancerigeno,
cardioprotetor, neuroprotetor e imunomodelador, assim como potencial vermicida (Rauf
et al., 2019; Ribeiro-Santos et al., 2017; Tulini et al., 2017; Williams et al., 2015). Para
além disso, essas moléculas apresentam potencial para serem incorporadas em alimentos
funcionais devido as suas propriedades: antioxidante, antibacteriana e antifungica
(Ostroschi et al., 2018; Tulini et al., 2017).

A identificacdo realizada na amostra estudada estd de acordo com o descrito
previamente por Mateos-Martin et al. (2012) em extrato de canela, obtida a partir de
C. zeylanicum L., extraido com uma solucéo de acetona/agua/acido acético na proporgédo
de 7:2.5:0.5 (v/VIv).

Outros estudos foram, também, realizados a fim de avaliar o perfil individual de
compostos fenolicos de espécies de canela, entre as quais a de C. verum J. Presl.

Gulcin et al. (2019) realizaram um estudo da composic¢ao fenodlica dos extratos
etanolico e aquoso da canela, obtida de C. verum, através de um sistema LC-MS/MS. Os

resultados permitiram a detecdo de 13 &cidos fendlicos, entre os quais &cido p-
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hidroxibenzédico (0,321 mg/g), acido p-cumarico (0,291 mg/qg) e pirogalol (0,142 mg/q)
como 0s compostos mais abundantes encontrados no extrato etanolico, e pirogalol
(0,264 mg/g), acido ferulico (0,225 mg/g) e acido p-cumarico (0,170 mg/g) os principais
compostos encontrados no extrato aquoso.

No estudo do perfil de acidos fendlicos dos extratos de duas espécies distintas de
canela, C. zeylanicum e C. cassia, também utilizando um sistema LC-MS/MS, Klejdus &
Kovacik (2016) constataram que no extrato da canela de C. zeylanicum houve uma maior
abundancia do acido cinamico (0,236 mg/g), seguido do acido protocatecuico
(0,083 mg/g). Os mesmos acidos fendlicos também se apresentaram como 0s principais
no extrato da canela de C. cassia, porém em concentragcdes mais elevadas (0,605 mg/g e
0,281 mg/g, respetivamente). Para além disso, os resultados demonstraram que a canela
da espécie C. cassia apresentou um maior conteGdo de acidos fendlicos totais
(0,929 mg/g) do que a canela da espécie C. zeylanicum (0,356 mg/g).

Gunawardena et al. (2015) também realizou um estudo comparativo entre a
composicao fendlica das canelas obtidas de C. zeylanicum e de C. cassia, num sistema
UPLC-PDA/MS, aplicando distintos solventes para extracdo. Os resultados
demonstraram que o extrato metandlico e aquoso do extrato de C. zeylanicum
apresentaram um contetdo de &cido cinamico de 0,14 e 0,48 mg/g, respetivamente, e no
extrato de C. cassia concentracdes de 0,68 e 0,43 mg/g, respetivamente. O mesmo &cido
fenolico também foi detetado por Daemi et al. (2019), na concentracdo de 0,27 mg/g,
durante a avaliacdo do extrato hidroetan6lico da casca de C. verum J. Presl, obtida na
india, através de HPLC-PAD.

Vallverdi-Queralt et al. (2014), durante a avaliacdo do perfil fendlico de ervas e
especiarias amplamente utilizadas na culindria, identificaram e quantificaram 11
compostos fenolicos no extrato hidroetandlico da canela obtida de C. zeylanicum, com
destaque para o flavonoide catequina, com 0,016 mg/g de peso seco, e 0 &cido fendlico
protocatecuico, com 0,01 mg/g.

As diferencas do perfil fendlico identificado na canela organica em po, em
comparagdo com os estudos citados anteriormente por outros autores, podem estar
relacionadas com varios fatores, nomeadamente a diferenca nas técnicas de cultivo,
variedades utilizadas, composic¢do nutricional do solo, fatores climaticos (tais como
poluicdo, exposicao a temperaturas extremas, periodos com pouca chuva, alta incidéncia
solar), entre outros (Bartwal et al., 2012; Heimler et al., 2017; Ribeiro-Santos et al., 2017).

Para além disso, os diferentes metodos e solventes utilizados no processo de extragdo dos
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compostos também podem influenciar a extratabilidade dos mesmos (Ervina, Nawu, &
Esar, 2016).
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Tabela 5: Tempo de retencdo (Tr), comprimentos de onda de absor¢cdo méaxima na regido visivel (£max), dados de massa espectral, tentativa de identificacdo e
quantificacdo (mg/g de extrato) de compostos fenolicos encontrados no extrato hidroetanélico de canela organica em po, obtida a partir de C. verum J. Presl (média

+ DP).
Tr Amax [M-HJ MS? Quantificacéo
Pico ) Tentativa de identificacdo
(min) (nm) (m/z) (m/z) (mg/g de extrato)
1 6,41 280 577 577(50),575(35),425(12),407(9),289(8),287(12) Dimero de (epi)catequina tipo-p 4,18+0,1
2 9,23 278 577 577(70),575(41),425(15),407(10),289(7),287(15) Dimero de (epi)catequina tipo-p 2,7+0,1
3 9,77 279 863 739(94),713(61),695(100),577(67),575(35),425(10),407(10),289(7),287(13) Trimero de (epi)catequina tipo-f 4,0£0,2
4 12,45 280 863 739(82),713(59),695(100),577(54),575(56),425(17),407(11),289(5),287(17) Trimero de (epi)catequina tipo-f3 3,49+0,02
5 13,84 283 863 739(89),713(63),695(100),577(69),575(39),425(13),407(9),289(6),287(17) Trimero de (epi)catequina tipo-p 3,440,1
6 15,44 280 1153 865(78),713(22),695(5),577(23),575(44),425(5),407(6),289(7),287(12)  Tetramero de (epi)catequina tipo-B 4,0£0,1
7 21,59 280 1153 865(59),713(22),695(4),577(28),575(46),425(3),407(3),289(5),287(10)  Tetramero de (epi)catequina tipo-p 3,9740,2
8 22,93 279 1153 865(71),713(18),695(2),577(23),575(43),425(5),407(5),289(7),287(13)  Tetramero de (epi)catequina tipo-p 55,94+0,5
9 24 280 1441 865(68),713(23),695(6),577(17),575(38),425(4),407(5),289(6),287(9)  Pentdmero de (epi)catequina tipo-p 14,9+0,2
10 25,9 277 1441 865(45),713(22),695(4),577(32),575(41),425(5),407(5),289(5),287(10)  Pentadmero de (epi)catequina tipo-p 12,2+0,5
Compostos fendlicos totais 108,62+0,26

Curva de calibracdo usada: catequina (y = 84,950x — 23,200; R? = 0,999; LOD = 0,17 pg/mL; LOQ = 0,68 pg/mL).
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4.3. Potencial bioativo da canela organica em pdé: atividade antioxidante,

antimicrobiana, citotéxica e anti-inflamatéria

Para avaliacdo da atividade antioxidante do extrato hidroetandlico da canela
organica em p0, obtida a partir de C. verum J. Presl, foram aplicados dois métodos
colorimétricos in vitro (inibicdo da peroxidacéo lipidica— TBARS e inibi¢do da hemolise
oxidativa - OXHLIA). Os resultados obtidos estéo presentes na Tabela 6.

Relativamente aos valores de ECso obtidos, o extrato revelou um potencial
antioxidante promissor em todos os ensaios realizados, contudo os valores mais baixos
de ECso (melhor atividade antioxidante) foram obtidos no ensaio de TBARS (42,6 £
0,4 pg/mL).

A acdo antioxidante da canela tem sido investigada pela comunidade cientifica
através de varios ensaios in vitro, nomeadamente utilizando os métodos DPPH e ABTS,
que avaliam a capacidade captadora de radicais DPPH- (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e
ABTS* (2,2-azinobis [3-etilbenzotiazolina] 6-acido sulfénico) gerados.

Num estudo realizado por Gulcin et al. (2019), foi avaliado a capacidade
antioxidante do extrato etanolico evaporado (EEC) e do extrato aquoso liofilizado (WEC)
de canela, obtida de C. verum. No ensaio DPPH, os valores de ECso obtidos foram de
21,25 pg/mL para EEC e 15,71 pg/mL para WEC, enquanto no ensaio ABTS os valores
obtidos foram de 6,52 pg/mL e 5,79 pg/mL, respetivamente, o que demonstra que a
canela evidencia, claramente, acdo antioxidante, sendo as diferencas dos valores de ECso
influenciadas pelo método de extragdo aplicado (Ervina et al., 2016).

Sudan et al. (2013), por exemplo, avaliaram extratos de canela de C. verum,
extraidas com trés diferentes solventes, quanto ao seu potencial antioxidante, usando
também o ensaio DPPH. Os resultados obtidos demonstraram que o extrato metanolico
apresentou alta atividade de eliminacéo de radicais DPPH- (111,5 £ 0,62 pg/mL), seguido
pelo extrato aquoso (122 + 0,5 pg/mL) e pelo extrato cloroférmico (289,5 + 0,4 pg/mL).
Para além disso, foi demonstrada a existéncia de uma correlagéo significativa entre o
contetdo de compostos fenolicos e a capacidade captadora dos radicais.

Santiago-Adame et al. (2015), durante o estudo da microencapsulacéo de canela
de C. zeylanicum, obtida no Mexico, atraves de spray-drying, avaliaram a atividade
captadora de radicais pelo método de DPPH da infuséo da canela em po, e obteram um

valor de ECso de 290 pg/mL. Este valor foi préximo do encontrado por Saber (2019), na
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avaliacédo da canela de C. verum, obtida num mercado local em Alexandria (DPPH, ECso
=208 pg/mL).

Por fim, Im et al. (2014) estudaram o potencial antioxidante de extratos aquosos
de canela obtida de arvores de C. verum, cultivadas naturalmente no Sri Lanka, sem 0 uso
de pesticidas e produtos quimicos. Os extratos continham teor em polifendis de 15%, 45%
e 75% equivalentes de &cido galico (GAE), e os resultados demonstraram uma boa
atividade antioxidante do extrato com a menor concentracao de polifenois, com um valor
de ECso de 42 £ 4,4 pg/mL, através do ensaio DPPH, e 20 £ 2,2 pg/mL no ensaio ABTS,
porém ainda significativamente menores do que os valores obtidos para 0s extratos ricos
em compostos fendlicos. Dessa forma, os autores concluiram que, quanto maior o

contetddo de compostos fenolicos, maior € a atividade antioxidante demonstrada.

Tabela 6: Atividade antioxidante do extrato hidroetanélico da
canela orgénica em pd, obtida a partir de C. verum J. Presl
(média+desvio padréo).

Atividade antioxidante Concentracao
(pg/mL)

TBARS

(valores ECso, pug/mL) 42604

OXHLIA (at = 60 min) 88 + 2

(valores ECso, pg/mL)
Valores de ECso values: concentracéo de extrato correspondente a 50%
da atividade antioxidante. Trolox (controlo positivo) ECso = 23 pg/mL
(inibigdo de TBARS) ¢ 19,7 pg/mL (OxHLIA).

Na Tabela 7, estdo apresentados os resultados obtidos da atividade antimicrobiana
do extrato hidroetandlico da canela organica, obtida de C. verum J. Presl, testado contra
um painel de bactérias patogénicas (Gram-positivas e negativas) e fungos patogénicos e
deteriorantes de alimentos. Os resultados demonstraram capacidade antimicrobiana frente
as culturas bacterianas estudadas, destacando-se as menores concentrages para a espécie
B. cereus, com valores de CMI de 1,0 mg/mL e de CMB de 2 mg/mL, os quais evidenciam
o0 potencial bacteriostatico e bactericida do extrato frente a esta espécie.

Na avaliacdo da atividade antifingica, o extrato hidroetanolico revelou resultados
ainda melhores frente aos fungos testados, com efeito fungicida em todos 0s casos.
Penicillium funiculosum e Trichoderma viride foram as espécies mais suscetiveis ao

extrato, com valores de CMI e CMF de 0,5 mg/mL e 1,0 mg/mL, respetivamente.
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Segundo Raimundo et al. (2018), os fungos do género Trichoderma spp. séo
responsaveis pela contaminagdo e perdas na producdo de cogumelos; e os fungos do
género Penicillium spp. sdo responsaveis por intoxicacdes e infec¢bes alimentares e pela
deterioracdo de alimentos, tal como podriddo na polpa de abacaxi (Fournier et al., 2015).

Comparando os resultados obtidos pelo extrato hidroetandlico da canela orgéanica
com os resultados dos controlos positivos, ha maioria das bactérias testadas, os valores
de CMI e CMB foram maiores, representando uma menor atividade antibacteriana do
extrato em comparacdo com os aditivos E221 e E224 amplamente utilizados em varios
produtos alimentares. Relativamente a atividade antiflngica, o extrato revelou resultados
menores ou iguais aos resultados do controlo positivo E221, o que demonstra a sua
atividade antifungica igual ou melhor que este aditivo alimentar. Apesar dos controlos
positivos evidenciarem melhor atividade, a amostra estudada neste trabalho também
apresentou valores que podem ser considerados bastante promissores.

Saber (2019) estudou os efeitos do extrato etandlico de canela de C. verum, obtida
num mercado local em Alexandria, frente as bactérias Staphylococcus aureus e
Escherichia coli, e aos fungos Rhizopus spp. e Aspergillus niger, através do método de
difusdo em agar, utilizando cavidades adicionadas de extrato (500 ug/mL). Os resultados
revelaram formacdo de halo de inibigc&o para todas as estirpes testadas, sendo evidente o
seu potencial antimicrobiano. Também neste estudo, A. niger foi a espécie mais sensivel
ao extrato. Para além disso, também foi avaliado o potencial conservante do extrato,
quando aplicado em vérias concentracbes em produtos de pastelaria, tais como bolo, pao
e biscoitos, durante periodos de armazenamento definidos. A avaliagdo demonstrou que
a multiplicacdo microbiana permaneceu inibida durante 7 dias de armazenamento do bolo
e do pdo, e 30 dias de armazenamento dos biscoitos, quando aditivados com 2% de
extrato.

Tayel et al. (2012) avaliaram a atividade antibacteriana de nove extratos vegetais
contra duas bactérias patogénicas resistentes a antibioticos, através do método de
microdiluigdo. O extrato etandlico da canela de C. verum revelou ser um efetivo agente
antibactericida quando comparado aos outros extratos, com valores de CMI de
0,35 mg/mL e 0,325 mg/mL, frente as estirpes Salmonella Typhimurium e S. aureus,
respetivamente. De seguida, foi avaliado a capacidade dos extratos em descontaminar a
superficie de bifes de carne inoculadas propositalmente. Novamente, o extrato etandlico
da canela apresentou 6timo potencial antibacteriano, com inibicdo completa da

multiplicacdo bacteriana ap6s um dia da inoculacéo, e reducéo das contagens durante 0s
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7 dias de armazenamento a 4 °C, sendo que a bactéria mais sensivel ao extrato foi
Salmonella Typhimurium.

No estudo do potencial antibacteriano do extrato etanolico da canela de
C. zeylanicum, obtida na india, pelo método de difusdo em agar, Usha, Ragini & S.M.A
(2012) observaram que o extrato apresentou uma alta atividade contra bactérias
patogénicas e deteriorantes de alimentos, com CMI de 0,064 mg/mL contra Bacillus
subtilis, S. aureus e E. coli, e 0,032 mg/mL contra Pseudomonas sp., valores estes que
sugerem que o extrato pode ser aplicado na conservacgdo de alimentos cozidos.

Kim & Park (2017) avaliaram o potencial antimicrobiano do extrato etanolico da
canela, obtida de C.zeylanicum, frente as bactérias patogénicas Gram-positivas
Streptococcus mutans e Streptococcus sanguinis, causadoras de caries, através do ensaio
de microdilui¢do. Os resultados demonstraram que o0 extrato obteve uma CMI de
4 mg/mL contra as culturas testadas, o que indica o seu potencial de ser aplicado como
agente antibacteriano natural contra patégenos orais.

Por fim, na avaliacdo da eficacia antifungica do extrato metandlico de C. verum J.
Presl contra Malassezia spp., levedura que causa infeccdo de pele, tais como caspa,
dermatite seborreica e micose, Mariappan et al. (2013) obteram uma CMI do extrato entre
0,5e 2,0 mg/mL.

Tabela 7: Atividade antibacteriana (CMI e CMB, mg/mL) e antifungica (CMI e CMF, mg/mL) do extrato
hidroetandélico da canela organica em pd, obtida a partir de C. verum J. Presl.
Atividade antibacteriana

B.c. Sa. L.m. E.c. En.cl. S.T.

Extrato hidroetandlico 8{\4" é ; Z g’ i i j

O N

LI N O -
Atividade antifiingica

A.fum. A.v. An. P.f. P.a. Tv.

Extrato hidroetandlico (C;:|\I\/|/| II: ; i ; Ois ; Ois

U A

LI T U U N A

B.c.: Bacillus cereus; S.a.: Staphylococcus aureus; L.m.: Listeria monocytogenes; E.c.: Escherichia coli; En.cl.:
Enterobacter cloacae; S.T.: Salmonella Typhimurium; A.fum.: Aspergillus fumigatus; A.v.: Aspergillus versicolor;
A.n.: Aspergillus niger; P.f.: Penicillium funiculosum; P.a.: Penicillium aurantiogriseum; T.v.: Trichoderma viride;
E221: Sulfito de sddio; E224: Metabissulfito de potassio; CMI: Concentragcdo minima inibitéria; CMB: Concentracéo
minima bactericida; CMF: Concentracdo minima fungicida.
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Os resultados obtidos nos ensaios de citotoxicidade em linhas celulares tumorais
e ndo-tumorais e numa cultura de células primaria (Tabela 8) evidenciaram que o extrato
hidroetandlico da canela, obtido a partir de C. verum J. Presl, demonstraram atividade
citotoxica para todas as linhas celulares tumorais utilizadas. No que concerne a atividade
citotoxica em células ndo-tumorais, o extrato também revelou capacidade inibitoria da
proliferacdo das células; no entanto, as concentragdes obtidas sdo mais elevadas,
comparativamente com as linhas celulares tumorais e com o controlo positivo, 0 que
afasta a possibilidade de este extrato ter toxicidade.

Wahab & Adzmi (2017) avaliaram o efeito citotoxico de extrato de C. zeylanicum
extraido em Soxhlet, utilizando metanol, através do ensaio colorimétrico com o corante
MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio). Para tal, utilizaram a
linha celular de cancro de mama (MCF-7), e o resultado demonstrou o potencial
citotdxico com valor Glsg de 140 pg/mL.

No estudo realizado por Husain et al. (2018), foi avaliada a citotoxicidade do
extrato etandlico de C. zeylanicum também em células de cancro de mama (MDA) e as
células epiteliais de rim de macaco verde africano (Vero), pelo método com MTT.
Considerando os resultados obtidos, observou-se que 0 extrato apresentou um potente
efeito citotdxico sobre as células MDA, com um valor de Glsg de 25 pg/mL, e nenhum
efeito significativo sobre as células ndo-tumorais Vero, apresentando uma concentracdo
de 100 pg/mL.

Relativamente as restantes linhas celulares usadas no presente estudo, ndo foram
encontrados na literatura estudos relativos ao potencial citotéxico em células tumorais e
ndo-tumorais da canela obtida de C. verum. No entanto, Sudan et al. (2013) avaliaram a
atividade anti-proliferativa de extrato metandlico de C. verum em linhas celulares de
cancro de prostata e de glioblastoma, através do método da SRB, e obtiveram,
respetivamente, 90% e 78% de inibicdo do crescimento celular, na concentracdo de
100 pg/mL.

Relativamente ao potencial anti-inflamatério (Tabela 8), o extrato revelou uma
capacidade de inibir a producdo de NO numa linha celular de macro6fagos de rato (RAW
264.7) num valor Glso de 76 £ 1 pg/mL.

Gunawardena et al. (2015) estudaram a atividade anti-inflamatdria de extratos de
varias canelas produzidas de modo convencional, obtidas de C. zeylanicum e C. cassia,
utilizando células macréfagas RAW 264.7, e obtiveram resultados semelhantes para as

duas espécies. Para a canela obtida de C. zeylanicum, os valores Glso obtidos para o
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extrato etanolico e para o extrato aquoso foram de 122 + 21 pg/mL e de 245 + 12 pg/mL,
respetivamente, e para a canela da espécie C. cassia de 157 + 39 pg/mL e 180 + 56 pg/mL,
respetivamente. Perante esses resultados, os autores concluiram que a canela pode ser
promissora em tratamentos que tenham como finalidade melhorar as condicOes

inflamatorias relacionadas com a idade.

Tabela 8: Atividade citotéxica (em linhas celulares tumorais e ndo-tumorais e numa
cultura de células primaria) e anti-inflamatoria do extrato hidroetandlico da canela
organica em po, obtida a partir de C. verum J. Presl (médiatdesvio padréo).

Atividade citotéxica Glso (ug/mL)
MCF-7 (adenocarcinoma mamario) 209+ 18
NCI-H460 (carcinoma pulmonar) 318 +31
AGS (adenocarcinoma gastrico) 18314
CaCo-2 (adenocarcinoma intestinal) 226+ 1
PLP2 (cultura priméria de células de figado de porco) 375+ 23
VERO-B4 (cultura celular ndo-tumoral de rim de macaco) 392+3
Atividade anti-inflamatoria
RAW 264.7 7611

Glso — concentragdo que inibiu 50% do crescimento celular. Valores Glso de Elipticina (controlo
positivo): 1,02 pg/mL (MCF-7), 1,01 pg/mL (NCI-H460), 1,23 pg/mL (AGS), 1,21 pg/mL (CaCo-
2), 1,4 pg/mL (PLP2) e 1,4 pg/mL (VERO-B4). Valor Glso de Dexametasona (controlo positivo):
6,3 Hg/mL (RAW 264.7).
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5.1. Considerac0es finais e perspetivas futuras

O presente estudo levou a cabo a caracterizacdo da canela organica em pé obtida
de C. verum J. Presl, avaliando os parametros nutricionais, quimicos e bioativos através
dos ensaios in vitro de atividade antioxidante, antimicrobiana, citotoxica e anti-
inflamatoria.

Na avaliagdo da composic¢ao nutricional, a canela organica apresentou um maior
teor em proteinas e hidratos de carbono, e menor contetido de lipidos quando comparado
a maioria dos dados disponiveis na literatura. Relativamente a composicdo quimica,
avaliada atraves do estudo do perfil de agUcares livres, cidos organicos e acidos gordos,
foi possivel detetar quatro moléculas de agUcar, destacando-se a frutose e a glucose como
as maioritarias; enquanto que, os acidos organicos revelaram a presenca de cinco
moléculas, estando o &cido oxalico presente em maior concentracdo. Para além disso,
foram detetadas dez moléculas de &cidos gordos, nomeadamente o &cido palmitico e,
consequentemente, os acidos gordos saturados foram o principal grupo presente. A canela
organica revelou maior quantidade de compostos de interesse, comparativamente com a
canela cultivada pelo modo convencional, como maior contedo do acido organico
oxalico e dos &cidos gordos palmitico, oleico e linoleico.

A composicdo em compostos fenolicos do extrato hidroetandlico indicou a
presenca de dez moléculas, sendo todos identificados como proantocianidinas, com
destaque aos tetrameros de (epi)catequina do tipo-p como os mais abundantes.

Quanto a avaliacdo das bioatividades, o extrato hidroetanolico revelou valores
promissores que comprovam o potencial antioxidante e anti-inflamatério. Os ensaios
antimicrobianos constataram a capacidade antimicrobiana frente as espécies estudadas,
nomeadamente aos fungos Penicillium funiculosum e Trichoderma viride. A avaliacao
citotoxica evidenciou potencial inibitério em todas as linhas celulares tumorais testadas
e auséncia de toxicidade nas linhas ndo-tumorais utilizadas. Esta agédo bioativa do extrato
hidroetandlico da canela orgénica pode estar relacionada com a presenca dos compostos
fenolicos e acidos organicos, previamente identificados.

Desta forma, este estudo permitiu constatar que a canela organica em po, obtida a
partir de C. verum J. Presl, apresentou uma excelente composi¢éo nutricional e quimica
e propriedades bioativas promissoras que tornam esse alimento uma excelente op¢éo para

uma dieta mais saudavel. Para além disso, 0s seus potenciais antioxidante e
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antimicrobiano tornam esta matriz promissora para aplicagdo como conservante na
indUstria alimentar e bioativa na industria farmacéutica.

Relativamente as perspetivas futuras, pretende-se continuar o estudo com a
avaliacdo do potencial conservante do extrato, através da aplicacdo direta e na forma de
nanocapsulas em produtos de pastelaria. Para além disso, pretende-se, também, realizar
estudos de estabilidade, atraves dos ensaios de composicao nutricional e quimica ao longo
do tempo de armazenamento. E esperado que os produtos de pastelaria revelem potencial
conservante ao longo do tempo de armazenamento definido, nhomeadamente os bolos
adicionados de extrato nanoencapsulado. N&o obstante, e porque a opinido do consumidor
é crucial na aceitacdo de um produto alimentar, serdo também realizadas analises

sensoriais.
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