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Resumo

Ao longo dos anos, o consumidor tem tido uma preocupagdo crescente em seguir uma dieta
saudavel e equilibrada. Deste modo, a preferéncia por alimentos saudaveis, como frutos e vegetais
tem sido cada vez mais evidente, sendo estes uma fonte de moléculas capazes de beneficiar a satde
do consumidor, nomeadamente na preven¢do de algumas doencas. O fruto da planta Solanum
melongena L. (beringela) pertence a familia Solanaceae e surge como uma excelente alternativa
para integrar uma dieta saudavel. Este fruto ¢ uma importante fonte de nutrientes e compostos com
potencial bioativo, nomeadamente compostos antocianicos, cujo consumo intervém de forma
benéfica na saide humana e, para além disso, sdo compostos que constituem uma alternativa aos

corantes artificiais utilizados como aditivos na industria alimentar.

No presente trabalho de investigagdo foi realizada uma avaliagdo nutricional, quimica e
bioativa do fruto de S. melongena tazendo, separadamente, a avaliagdo da polpa, epicarpo e do
fruto completo. Tendo em conta a cor sugestiva do epicarpo da berinjela, foram realizados ensaios
de otimiza¢do do procedimento de extragdo, de modo a obter um extrato corante rico em

antocianinas.

O perfil nutricional (teor em proteinas, cinzas, gorduras, hidratos de carbono e energia) foi
determinado aplicando metodologias oficiais de andlise de produtos alimentares (AOAC), o perfil
quimico foi avaliado através da determinagdo dos acucares livres utilizando um sistema de HPLC-
RI, os acidos organicos por UFLC-PDA, os 4cidos gordos por GC-FID, os tocofero6is por HPLC-
fluorescéncia e os compostos fenodlicos (antocidnicos e ndo antocianicos) por HPLC-DAD-
ESI/MS. O potencial bioativo foi avaliado através de ensaios de atividade antioxidante, anti-
inflamatoria e antimicrobiana, bem como por ensaios de citotoxicidade e hepatotoxicidade em

linhas celulares tumorais humanas e cultura de células primarias ndo tumorais, respetivamente.

De acordo com os resultados, o fruto de S. melongena evidenciou um teor de humidade
superior a 90%, aquando da avaliagdo da polpa e do fruto inteiro. Foi também notdrio o baixo teor
em gordura, hidratos de carbono e valor energético, assim como, a presenca de varias moléculas
de interesse, nomeadamente acUcares livres (frutose, glucose, sacarose e trealose), acidos
organicos (oxdlico, quinico, malico e fumadrico) e &cidos gordos. Nestes ultimos foram
identificados 17 compostos, destacando-se o 4cido palmitico (C16:0) e o acido esteérico (C18:0)

como maioritarios, em ambas as amostras estudadas.
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Através da avaliagdo do perfil individual de compostos fendlicos ndo antocianicos foram
detectados os acidos protocatecuico e 5-O-cafeoilquinico no epicarpo, € um hexosido do éacido
cafeico e o acido 5-O-cafeoilquinico na polpa. O perfil individual de antocianina revelou a

presenca de delfinidina 3-O-rutin6sido na amostra de epicarpo.

Relativamente a atividade antioxidante, em ambos os ensaios aplicados foram evidentes
valores promissores de ECso, 0 que traduziu o excelente potencial bioativo dessa espécie. O mesmo
ocorreu com a atividade antimicrobiana, onde foram demonstrados o potencial bacteriostatico e
bactericida contra algumas estirpes de bactérias. Foi, também, provada a auséncia de toxicidade

em ambas as amostras testadas.

Posteriormente foi realizada a otimizagao do processo de extracdo, aplicando um desenho
experimental estatistico, que fornece dados suficientes para modelar matematicamente o
comportamento dos fatores de extragdo e as interagdes entre eles. Assim, a interpolagdo numérica
permitiu determinar e confirmar o ponto de extra¢ao ideal. Neste caso, tendo em conta as diferentes
respostas, as condi¢cdes Otimas de extracdo do epicarpo, extrato e solvente recuperado foram,
respetivamente: Y1 (solvente = 64%; razdo = 5 g/L; e tempo = 0,5 min), Y>= (solvente = 58%;
razdo = 5 g/L; e tempo = 0,5 min), e Y3 (solvente = 54%; razdo = 5 g/L; e tempo = 0,5 min). Em
valores gerais de otimizagdo para as trés respostas envolvidas: com um valor 6timo de
incapacidade de 0,99: 58,4% de concentragdo de etanol (v/v), 5 gramas de S. melongena por litro
de solvente e 0,5 min de tempo de extragdo. Estes pardmetros permitiram a obtengdo de 11,96 mg
de antocianinas por g de extrato, mostrando um aumento significativo comparativamente com a

extracdo convencional (9,2 mg de antocianinas por g de extrato).

Este estudo mostrou que os frutos de S. melongena sdo uma boa opc¢ao para uma dieta
saudavel, evidenciando um baixo teor lipidico e caldrico, assim como a presenga de moléculas
bioativas, como compostos fendlicos. Para além disso, comprovou que o epicarpo deste fruto ¢

rico em pigmentos naturais (antocianinas), podendo gerar grande interesse no setor industrial.

Palavras-chave: Antocianinas; Beringela; Bioatividade; Corante natural.
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Abstract

Over the years, the consumer has been increasingly concerned about following a healthy
and balanced diet. In this way, the preference for healthy foods, such as fruits and vegetables has
been increasingly evident, being these a source of molecules capable of benefiting consumer
health, namely in the prevention of some diseases. The fruit of Solanum melongena L. plant
(eggplant) belongs to the Solanaceae family and appears as an excellent alternative to integrate a
healthy diet. This fruit is an important source of nutrients and compounds with bioactive potential,
namely anthocyanin compounds, whose consumption has a beneficial effect on human health, and
in addition, these compounds are an alternative to artificial colours used as additives in the food

industry.

In the present research work, the nutritional, chemical and bioactive evaluation of the fruit
of S. melongena was carried out, performing separately the evaluation of the pulp, epicarp and the
complete fruit (pulp and epicarp). Considering the sugestive colour of eggplant epicarp, tests were
carried out to optimize the extraction procedure in order to obtain a colourant extract rich in

anthocyanins.

The nutritional profile (protein, ash, fat, carbohydrate and energy content) was determined
by applying official methodologies for food analysis (AOAC), while the chemical profile was
evaluated by determining free sugars using an HPLC-RI system, organic acids by UFLC-PDA,
fatty acids by GC-FID, tocopherols by HPLC-fluorescence and phenolic compounds
(anthocyanins and non-anthocyanins) by HPLC-DAD-ESI/MS. The bioactive potential was
assessed through tests for antioxidant, anti-inflammatory and antimicrobial activity, as well as
cytotoxicity and hepatotoxicity tests on human tumor cell lines and non-tumor primary cell culture,

respectively.

According to the results, the fruit of S. melongena showed a moisture content higher than
90% when evaluating the pulp and the whole fruit. It was also noted low values for fat,
carbohydrate and energy, and the presence of various molecules of interest, namely free sugars
(fructose, glucose, sucrose and trehalose), organic acids (oxalic, quinic, malic and fumaric) and
fatty acids. In the latter, 17 compounds were identified, highlighting palmitic acid (C16:0) and
stearic acid (C18:0) as the majority in both studied samples.
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Through the evaluation of the individual non-anthocyanin phenolic compounds,
protocatechuic and 5-O-caffeoylquinic acids were detected in the epicarp, and caffeic acid
hexoside and 5-O-caffeoylquinic acid were identified in the pulp. The anthocyanin profile revealed

the presence of delphinidin 3-O-rutinoside in the epicarp.

Regarding the antioxidant activity, both tested assays showed promising values of ECso,
which translated the excellent bioactive potential of this species. The same happened with the
antimicrobial activity, where the bacteriostatic and bactericidal potential against some bacteria

strains were demonstrated. Was also proved the absence of toxicity in both resred samples.

Afterwards, the optimization of the extraction process was performed, applying a statistical
experimental design, which provides sufficient data to mathematically model the behavior of the
extraction factors and the interactions between them. Thus, the numerical interpolation allowed to
determine and confirm the optimum extraction point. In this case, taking into account the different
responses, the optimal conditions of extraction of the epicarp, extract and recovered solvent were,
respectively: Y1 (solvent = 64%; ratio = 5 g/L; and time = 0.5 min), Y> (solvent = 58%; ratio = 5
g/L; and time = 0.5 min), and Y3 (solvent = 54%; ratio = 5 g/L; and time = 0.5 min). The general
optimization values for the three responses involved: with an optimum value of deseability of 0.99,
58.4% of the ethanol concentration (v/v), 5 grams of S. melonera per liter of solvent and 0.5 min
of extraction time. These parameters allowed the obtention of 11.96 mg of anthocyanins per g of
extract, showing a significant increase compared to the conventional extraction (9.2 mg of

anthocyanins per g of extract).

This study showed that S. melongena fruits are a good option for a healthy diet, showing a
low lipid and caloric content, as well as the presence of bioactive molecules, such as phenolic
compounds. In addition, was proved that the epicarp of this fruit is rich in natural pigments

(anthocyanins), which can generate great interest in the industrial sector.

Keywords: Eggplant; Anthocyanins; Natural colorant; Bioactivity
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1. Introducio
1.1.  Caracterizacio do fruto de Solanum melongena L.

1.1.1. Etimologia e aplicacdes

A beringela apresenta-se com nome de origem persa derivado do termo badnjan e
representa um grande valor agronémico e econémico a nivel mundial (Giirbiiz et al., 2018).
Solanum melongena L. ¢ uma das principais espécies vegetais e mais produzidas a nivel mundial,
surgindo em quinto lugar depois da batata, tomate, pimenta e tabaco. Alguns estudos indicam que
o cultivo desta espécie teve inicio na India ha mais de 4000 anos, propagando-se posteriormente
para a China, Filipinas, Japdo, Asia e Europa. Durante o século XIV os comerciantes arabes
expandiram o comércio de beringela ao continente africano e, posteriormente, a sua expansao foi
feita para as restantes partes do mundo (Taher et al., 2017; Giirbiiz et al., 2018).

Pertencente a familia das Solanaceae, tal como o pimento, tomate e batata, S. melongena ¢é
cultivada na maioria dos tipos de solo, no entanto, apresenta melhor desenvolvimento em solos
profundos, de textura franca ou areno-argilosa e bem drenados. O fruto (beringela) apresenta o seu
maior desenvolvimento com temperaturas elevadas e, comercialmente, encontra-se mais
disponivel no final do verdo e outono (Giirbiiz et al., 2018).

De acordo com informagdo disponibilizada pela FAO (Food and Agriculture
Organization), em 2017 a produ¢do mundial de beringela alcangou aproximadamente 52 milhdes
de toneladas, estando a producao concentrada no continente Asiatico (Figura 1), destacando-se a
China como o maior produtor (32,883,567 toneladas), seguido da India (12,510,000 toneladas) e
Egito (1,307,793 toneladas) (FAOSTAT, 2017).
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Figura 1. Figura representativa da produgao mundial de beringela em 2017 (FAOSTAT, 2017).

Tendo em conta as ultimas duas décadas, o cultivo mundial de beringela aumentou
exponencialmente (Figura 2). Em 1996 a produgao apresentou valores de cerca de 20 milhdes de
toneladas, contudo em 2016 foi visivel um aumento acentuado, atingindo valores de
aproximadamente 75 milhdes de toneladas. Paralelamente ao aumento da producdo, a area de
colheita também se expandiu significativamente, alcangando em 2017 cerca de 1,8 milhdes de

hectares (FAOSTAT, 2017).
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Figura 2. Gréfico referente a area de colheita (em hectares) e produgdo de beringela (em toneladas) a nivel mundial,
entre os anos de 1994 e 2017 (FAOSTAT, 2017).
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O elevado interesse neste fruto surge, particularmente, no setor alimentar, uma vez que
apresenta um valor nutricional com baixo teor calorico e alto teor de vitaminas, minerais e
compostos bioativos, o que lhe permite ser identificado como um alimento saudéavel (Taher et al.,
2017). Nao obstante, associado ao elevado consumo desta matriz estd associado um elevado
desperdicio. Nesse sentido, os frutos que nao preenchem os requisitos para serem comercializados,
devido a sua aparéncia ndo atraente ou em estado avancado de maturagdo, tornam-se bio-residuos
que podem ser realocados em outras funcionalidades, contribuindo para a sua valorizagdo e
diminui¢do da taxa de desperdicio (Kazemi et al., 2019).

A nivel culinario ¢ um alimento verséatil e faz parte da gastronomia de varios paises, sendo
utilizado como ingrediente complementar para equilibrar os sabores de outros alimentos (Glirbiiz
et al., 2018). E muito utilizado na dieta mediterrinica e em receitas vegetarianas. Na industria
alimentar, além de ser encontrada na sua forma natural, a beringela também ¢é comercializada de
outras formas, nomeadamente em farinha (que pode ser utilizada como um ingrediente funcional
com alto valor nutritivo) (Rodriguez-Jimenez et al., 2018).

Para além do seu interesse na area alimentar, varios autores descrevem aplicagdes na
medicina tradicional, uma vez que ja foram evidenciadas capacidades terapeuticas em vérios
problemas de satde (Ferarsa et al., 2018; Giirbliz et al., 2018). Este potencial terapéutico
manifesta-se devido a sua composi¢ao rica em acido ascdorbico e compostos fendlicos, ambos com
elevado potencial antioxidante. Nesse sentido, essa a¢do terapéutica da beringela foi comprovada
em tratamentos de verrugas, queimaduras e doencas inflamatdrias, tais como, gastrite, estomatite
e artrite. Contudo, a sua aplicagdo mais tradicional € como co-adjuvante no controlo do colesterol
(Ames et al., 1993; Di Sotto et al., 2018).

A nivel de suplementos alimentares, podem ser encontrados varios produtos
industrializados a base de beringela, nomeadamente extratos fluidos, capsulas com extrato seco ou
com beringela pulverizada, associados ou ndo com extratos de outras plantas. As capsulas com
extrato de beringela sdo as formula¢cdes comummente mais encontradas e, tém como fungdo
intervir no tratamento de colesterol, aterosclerose, problemas no figado e vias biliares, assim como,

auxiliar no emagrecimento através da reducgdo do apetite (Brietzig, 2003).
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1.1.2. Composicio quimica, nutricional e propriedades bioativas

A coloragdo do fruto de Solanum melongena L. (beringela) varia entre roxo escuro e preto
e o valor nutricional do fruto fresco caracteriza-se por ter um teor em proteinas de
aproximadamente 0,98 g/100 g de massa fresca (mf), um teor em gordura de 0,18 g/100 g mf, um
teor em hidratos de carbono de 5,88 g/100 g de mf, um teor em fibra de 3,00 g/100 g de mf e um
teor em agucar de 3,53 g/100 g de mf (Tabela 1) (relatério 11209 USDA). Relativamente a
composi¢do em acidos gordos, estudos indicam que os 4cidos gordos mais abundantes sdo os
polinsaturados, com valores de aproximadamente 0,076 g/ 100 g de mf (relatorio 11209 USDA).
O facto de apresentar um teor caldrico bastante reduzido (25,0 kcal/100 g mf), torna-o indicado
para consumidores que pratiquem dietas com baixo indice de calorias (Rodriguez-Jimenez et al.,

2018).

Tabela 1. Valor nutricional da berinjela (massa fresca) (relatorio 11209 USDA).

Nutriente Unidade Valor por 100 g
Principais componentes

Agua g 92,3
Energia kcal 25,0
Proteina g 0,98
Lipidos g 0,18
Hidratos de Carbono (calculados por diferenga) g 5,88
Fibra g 3,00
Acucar g 3,53
Minerais

Calcio (Ca) mg 9,00
Ferro (Fe) mg 0,23
Magnésio (Mg) mg 14,0
Fosforo (P) mg 24,0
Potassio (K) mg 229,0
Sodio (Na) mg 2,00
Zinco (Zn) mg 0,16
Vitaminas

Vitamina C mg 2,20
Tiamina mg 0,039
Riboflavina mg 0,037
Niacina mg 0,649
Vitamina B6 mg 0,084
Folato ug 22,0
Vitamina B12 ug 0,00
Vitamina A, RAE" ug 1,00
Vitamina A ug 6,90
Vitamina E (a-tocoferol) mg 0,30
Vitamina D (D2+D3) ug 0,00
Vitamina K ug 3,50
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Acidos gordos

Acidos gordos saturados g 0,034
Acidos gordos monoinsaturados g 0,016
Acidos gordos polinsaturados g 0,076

Colesterol mg 0,000

*RAE: equivalente de atividade de retinol

Além dos principais componentes, a beringela possui também micronutrientes,
nomeadamente minerais € vitaminas. O mineral e a vitamina mais abundantes no fruto fresco sio,
respectivamente, o potdssio, com um teor de 229,0 mg/100 g de mf, e a vitamina C, com um teor

de 2,20 mg/100 g de mf.

Alguns nutrientes como os hidratos de carbono, proteinas, lipidos e vitaminas sdo
metabolitos primarios das plantas, ou seja, sio compostos que estdo diretamente envolvidos nos
seus processos fisioldgicos e de desenvolvimento. Ja os metabolitos secundarios, nomeadamente,
compostos fenodlicos, glicoalcaloides, carotenoides, entre outras moléculas, ndo sdo essenciais para
os processos basicos das plantas, no entanto, desempenham fungdes de defesa contra stresses
bidticos e abidticos, e sdo também compostos de elevado interesse para o ser humano, devido ao

seu potencial bioativo (Glirbiiz et al., 2018).

Na composi¢do da beringela estdo presentes algumas dessas moléculas como compostos
fenodlicos, glicoalcaloides e carotenodides. Varios desses compostos (taninos e flavonoides, como
quercetina e delfinidina) atribuem a este fruto potencial antioxidante, anti-inflamatério, anti-

carcinogénico, entre outras bioatividades (Tabela 2) (Glirbiiz et al., 2018).

Tabela 2. Compostos bioativos presentes na composi¢ao de beringela e suas aplicagdes e beneficios para saude.

Aplicacoes e beneficios

Composto X Estrutura quimica Referéncias
na saude
Agao ant‘10x1dante, anti- o ,COM
inflamatoria,
. . 0 .
. . cardioprotetora, anti- Di Sotto et al.
Acido clorogénico . Ho o0” \F
carcinogénica e : (2018)
antidiabética, e¢ reduz a OH OH
gordura visceral. OH
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Acidos
hidroxicinamicos

Agdo antioxidante,
eliminagdo de radicais
livres e protegdo dos efeitos
colaterais da quimioterapia.

O

\/U\OH Glrbiiz et al.

(2018)

B-Criptoxantina

Precursor da vitamina A,
atua na prevencao de danos
causados por radicais livres
as biomoléculas, e na
prevencdo e tratamento de
alguns tipos de cancro.

Girbiz et al.
(2018)

Delfinidina

Reduz significativamente o
stress oxidativo e a glicose
no sangue e, neutraliza a
inflamacdo vascular.

o Noda et al.
(2000)

Isoramnetina

Acdo antioxidante e
antitumoral em  células
cancerigenas
hepatocelulares humanas,
atua na prevencao de lesoes
nas células endoteliais
causadas por lipoproteina
oxidada de baixa
densidade.

OH
O | Giirbiiz et al.
HO o O (2018)
OH

Canferol

Ag3o  antioxidante e,
reducdo do risco de
doengas cronicas e cancro.

Kaume et al.
(2012)

Luteina

Ag3o  antioxidante na
retina, protegendo o olho da
inflamacdo e do stress
oxidativo.

o Girbiz et al.

(2018)

HO

Luteolina

Agido bioldgica e
farmacologica,
nomeadamente,
antioxidante, anti-
inflamatoéria e intervém no
tratamento da
aterosclerose.

Girbiz et al.
(2018)
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Agdo antioxidante,
citoprotetora, anti-

carcinogénica, antivirais,
Kaume et al.

Miricetina propriedades (2012)

antimicrobianas e atividade

de inibicdo da agregacdo
plaquetaria.

Agao antioxidante, melhora

a sobrevivéncia celular OH

normal, propriedades O OH
Quercetina antivirais, anti- HO 0

inflamatorias, O

antibacterianas e de OH O

Kaume et al.
\ (2012)

relaxamento muscular.

HO
Aumenta a captagdo de :©YO
. .. OH g
glicose e inibe a e 0 Giirbiiz et al.

. A . ~ HO 0 OH
adipogénese e a oxidacdo o@o : OH (2018)
do colesterol LDL. "o ;:> 0 O}—Qor
(6]

Taninos

Agdo antioxidante e pro-

oxidante, efeitos anti- -
on Qilrbiiz et al.

Zeaxantina inflamatorios, supressio do
p N (2018)

A NP S T Y N

stress oxidativo no tecido
da retina.

HO

Tendo em conta o elevado interesse do consumidor nas propriedades nutricionais e
bioativas da beringela e no seu potencial a nivel de aplicagdes terapéuticas, varios estudos tém sido
realizados pela comunidade cientifica a fim de determinar as caracteristicas nutricionais, quimicas
e bioativas da planta e do fruto (Nisha et al., 2009; Jung et al., 2011; Nifio-Medina et al., 2017; Di
Sotto et al., 2018; Giirbiiz et al., 2018).

Nisha et al. (2009) desenvolveram um estudo onde compararam diferentes cultivares de
frutos de S. melongena (verde e de cor plrpura) em termos do seu contetido em fendlicos totais,
atividade antioxidante e teor total de antocianinas. Os resultados mostraram que os extratos
metandlicos obtidos a partir do fruto inteiro fresco de cor purpura, apresentaram melhor atividade
antioxidante que as outras beringelas testadas, o que pode ser atribuido ao maior teor de compostos

fenolicos, incluindo antocianinas.
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Jung et al. (2011) também realizaram estudos de avaliacdo de atividade antioxidante da
beringela (nomeadamente no célice, folha, casca, polpa e caule) e os resultados evidenciaram que
as maiores concentracdes de fendis totais se encontravam nos extratos obtidos a partir da casca
(55,19 mg/g de extrato) e do célice (121,07 mg/g de extrato). Os resultados também indicam que
a atividade antioxidante variou tendo em conta as diferentes partes analisadas e de acordo com o
solvente de extragao utilizado, destacando-se o calice com maior atividade antioxidante.

Em 2017, Nifio-Medina et al. realizaram um estudo de revisdo sobre a presenca e estrutura
quimica de compostos fendlicos em beringelas de diferentes espécies e verificaram que as
condi¢des utilizadas nos métodos de extracdo e a variedade dos frutos levam a resultados com
grandes diferengas. Em geral, concluiram que todos os estudos incluidos nessa revisdo,
evidenciram a delfinidina e o acido clorogénico como os principais compostos fenolicos na casca
e na polpa da beringela, respetivamente.

Por outro lado, uma revisdo levada a cabo por Giirbiiz et al. (2018) descreve os beneficios
fitoquimicos e os efeitos terapéuticos da beringela; referiram que este fruto ¢ uma fonte importante
de produtos nutracéuticos e farmacéuticos.

Em 2018, o estudo de Di Sotto et al. avaliou o potencial citoprotetor e atividade anti-herpes
de extratos obtidos a partir do fruto de S. melongena. Os resultados também demonstraram que os
flavonoides representam entre 10% e 15% dos compostos fendlicos totais das amostras de
beringela e, que estes se apresentam em maior concentragdo na casca comparativamente com a
polpa. Foram, também, encontradas evidéncias preliminares sobre o uso da casca do fruto como
fonte de compostos nutracéuticos e farmacéuticos para o desenvolvimento de medicamentos anti-
herpéticos.

Assim, e de acordo com os varios estudos realizados, ¢ evidente que, comparativamente
com outras frutas e legumes, a beringela ¢ uma fonte rica em compostos bioativos, nomeadamente
compostos fendlicos, carotenoides e alcaloides. Dentro da familia a que pertence (Solanaceae), a

beringela ¢ considerada a melhor fonte de acidos fenolicos (Giirbiiz et al., 2018).

1.2.  Antocianinas: caracterizacio e aplicacdes na industria alimentar
1.2.1. Caracteristicas quimicas e propriedades bioativas
No reino vegetal, a formag¢do da cor depende da concentracdo dos pigmentos naturais

existentes nas plantas. Estes podem ser divididos em quatro grandes grupos: clorofilas (verde),
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carotenoides (amarelo, laranja e vermelho), antocianinas (vermelho em meio acido, azul a roxo
em meio alcalino) e betalainas (as betaxantinas que apresentam uma coloracdo amarela e as
betacianinas com colora¢ao vermelha) (Tanaka et al., 2008; Gongalves et al., 2015).

As antocianinas (do grego, av0og (antho): flor e xvavég (kyanos): azul) sdo pigmentos
derivados de sais flavilicos, hidrossoliveis e associadas a moléculas de agticar (Okumura et al.,
2002; Mazza et al., 2004). Para além de estarem presentes na composi¢do de uma vasta gama de
plantas vasculares, estdo também presentes como pigmentos em vdrios frutos vermelhos, tais
como: cerejas, ameixas, morangos, framboesas, amoras, uvas, entre muitos outros (Mazza et al.,
2004).

As antocianinas sdo compostos fenolicos, particularmente flavonoides, responsaveis pela
maioria das cores vermelha, roxa e azul das flores e frutos (Figura 3). Os compostos fenolicos
englobam uma vasta gama de substancias que possuem em comum um anel aromatico com um ou
mais grupos substituintes hidroxilo (Grotewold, 2006; Nifio-Medina et al., 2017). Nas plantas,
além da pigmentagdo, as antocianinas também exercem a fun¢do de atra¢do de polinizadores de
sementes e, de prote¢do das suas flores e frutos contra a luz ultravioleta (UV), atuando como filtro

e, melhorando e regulando a fotossintese (Bobbio & Bobbio, 1995; Kong et al., 2003).

Figura 3. Imagem representativa de legumes e frutos com antocianina na sua composicao (http://pt.gmp-
factory.com).

A grande variagdo das cores, provenientes da presenga de antocianinas, € atribuida a véarios
aspetos, tais como: nimero correspondente de grupos hidroxilo, grau de metoxilacdo, natureza,
numero e posi¢cdo de monossacaridos ligados ao catido, natureza e nimero de 4cidos carboxilicos

ligados aos monossacaridos, derivados acilados de monossacaridos e ao pH do ambiente biolégico
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(um exemplo ¢ a cianina, que apresenta uma cor vermelha sob condi¢des acidas, violeta em pH

neutro e azul sob condi¢des basicas; Figura 4) (Prabhu & Bhute, 2012).

1 2 3 4 5 6 7 91011121314

Figura 4. Imagem representativa da escala de cores do extrato de amora em valores de pH variando de 1 a 14 (Terci
& Rossi, 2002).

Na natureza, as antocianinas encontram-se associadas a moléculas de agucares; no entanto,
quando ndo possuem acucares na composi¢do sdo denominadas antocianidinas (Figura 5). De
acordo com os substituintes nas posi¢des R e R’, a antocianidina possui uma denominacao distinta

(Tabela 3) (Okumura et al., 2002).

Figura 5. Estrutura quimica de uma antocianidina genérica (Okumura et al., 2002).

Tabela 3. Substituintes R e R’ para antocianidinas naturais (Okumura et al., 2002).

Antocianidina R R’ Cor em meio acido
Cianidina OH H Magenta
Delfidina OH OH Azul-roxo
Malvidina OCH; OCH; Violeta

Pelargonidina H H Laranja-vermelho
Peonidina OCH; H Parpura
Petunidina OCH; OH Vermelho-purpura
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As antocianinas mais comuns na natureza sdo os derivados glucosidos da cianidina (Tabela
4). Assim, a cianidina-3-0-glucdsido e os seus derivados sdo 0os compostos antocidnicos que tém
causado maior impacto, principalmente nas industrias de corantes e farmacéuticas, devido ao seu
excelente efeito como pigmento natural e como agente antioxidante (Kong et al., 2003; Kaume et
al., 2012; Xie et al., 2018).

Tabela 4. Cianidina e seus derivados.

Composto Estrutura quimica

OH

Cianidina

Cianidina-3-O-glucosido

Malvina

Nasunina

Rubrobrassicina

HO

11
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Os compostos antocianicos, sdo cada vez mais valorizados pelo setor industrial devido a
sua aplicagdo como corantes naturais. Contudo, para além do seu potencial corante, exibem
também propriedades bioativas relacionadas com a sua elevada atividade antioxidante, atuando na
prevencao de varias doengas, tais como doengas corondrias e degenerativas, diabetes, inflamacodes,
redugdo do risco de obesidade, entre outras (Kaume et al., 2012; Giirbiiz et al., 2018). No caso
particular da beringela, a nasunina (Tabela 4) ¢ o principal pigmento antocianico e desempenha
uma forte acdo antioxidante, devido a sua capacidade de remover o excesso de ferro. Desta forma,
este composto intervém na reducdo da formacgdo de radicais livres de oxigénio, que se formam
quando ha excesso de ferro no organismo, causando danos nas células (Das et al., 2011).

A beringela ¢ uma fonte natural de antocianinas, estando estes compostos concentrados no
epicarpo e, consequentemente, sendo responsaveis pela pigmentacdo do fruto. A concentragio dos
pigmentos pode variar entre 80 e 850 mg por kg de epicarpo, com variabilidade devido a fatores
agrondmicos, genéticos, intensidade e tipo de luz, temperatura, processamento e armazenamento
(Dranca & Oroian, 2016). A capacidade antioxidante deste fruto estd relacionada com os
compostos que conferem a cor do epicarpo e com o tamanho dos frutos, devido a quantidade de
compostos bioativos presentes. Fazendo uma comparagdo entre as diferentes variedades de
beringela (nomeadamente verde longo, roxo grande e roxo de tamanho médio), os frutos roxos
médios sdo os que apresentam maior concentracdo de compostos fenolicos, especialmente

antocianinas e, consequentemente, maior capacidade antioxidante (Nisha et al., 2009).

1.2.2. Técnicas de extracio e estabilizaciao

O potencial corante das antocianinas na industria alimentar tem chamado a atencdo da
comunidade cientifica, por aliar a capacidade de pigmentag¢do aos beneficios que promove na
saude. Dessa forma, os pigmentos naturais ndo sdo apenas ingredientes corantes sem valor
funcional, mas sdo também compostos com propriedades bioativas que beneficiam em vérios
aspetos a saude e bem-estar do consumidor (Jung et al., 2011; Kaume et al., 2012).

A extracdo ¢ uma operagdo de transferéncia de massa com o objetivo de captar os
compostos de interesse de uma matriz, através de processos quimicos ou fisicos. Ao realizar-se a

extracdo de matrizes vegetais, deve ter-se em consideragdo a parte da matriz utilizada
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(nomeadamente raiz, caule, fruto) e os compostos que se desejam extrair. Os métodos mais comuns
utilizados para a extragdo de compostos sdo: a maceragdo e a extragao assistida por ultrassons
(Vieira, 2015).

A extracdo por maceracao baseia-se na utilizagdo de um solvente para extrair os compostos
de interesse da matriz, sob agitacdo e, usando como variaveis a temperatura, o tempo de extragao
e o solvente. De outro modo, a extragdo assistida por ultrassons consiste na aplicagdo de ondas
mecanicas com uma frequéncia acima do limiar da audi¢do humana (> 20 KHz). Estas ondas sdo
geradas através de um transdutor, que converte energia elétrica em energia mecanica. Neste
processo, as varidveis sdo a poténcia, o tempo de extragdo e o solvente (Meregalli, 2017).

Relativamente aos métodos de detecdo a aplicar, estes podem variar de acordo com a
natureza e complexidade dos compostos, sendo as técnicas cromatograficas as mais utilizadas. A
separacdo por cromatografia baseia-se na distribuicdo dos compostos em duas fases: uma que
permanece imovel durante o processo (fase estacionaria) e outra que passa através dela, a fase
movel (que pode ser liquida, gasosa ou em fluido supercritico). A cromatografia gasosa (GC)
utiliza um gés como fase movel, e como fase estacionaria pode ser um material sélido (GSC) ou
liquido distribuido uniformemente sobre um sélido (GLC). A cromatografia liquida utiliza um
liquido como fase movel, e a fase estaciondaria pode ser sélida (LSC) ou liquida (LLC). As técnicas
de cromatografia liquida mais utilizadas atualmente sdo HPLC (High Performance Liquid
Chromatography; cromatografia liquida de alta eficiéncia) e UPLC (Ultra Performance Liquid
Chromatography; cromatografia liquida de ultra-eficiéncia) (Scientia Chromatographica, 2016).
Em 2011, Nogueira et al. realizaram um estudo de revisdo onde concluiram que a técnica de UPLC,
em compara¢do com HPLC, pode apresentar melhor relagdo custo-beneficio a médio ou longo
prazo, além de minimizar os impactos ambientais devidos ao uso reduzido de solventes.

Relativamente ao caso particular das antocianinas, de acordo com estudos realizados por
diversos autores (nomeadamente Nisha et al., 2009; Jung et al., 2011; Nifio-Medina et al., 2017;
Di Sotto et al., 2018; Giirbiiz et al., 2018), a extracao deve ser feita com uma solucdo acida (acido
acético, acido cloridrico, acido citrico, etc.), com um alcool (metanol, etanol, etc.) e mantendo os
extratos refrigerados e ao abrigo da luz. Devido a facilidade de hidrolise dos agticares presentes, a
extracdo de compostos antocidnicos sob aquecimento em meio acido requer cuidado, pois a

hidrélise completa dos agticares ligados a antocianidina central ocorre em 1h a 60 °C, na presenca
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de HCI 1% em etanol. Em tempos intermediarios, pode ocorrer a hidrdlise parcial, obtendo-se
misturas de agliconas e compostos ligados a agtlicares.

No entanto, estudos mais recentes revelaram que a acetona e o etanol também podem ser
utilizados como solventes de extracdo. E ainda, que a utilizagdo de acido hipocloridrico na
concentracgdo de 0,12 mol/L causa hidrolise parcial das antocianinas aciladas (Kong et al., 2003).

Sdo varios os fatores que interferem na estabilidade dos compostos antocianicos,
particularmente o pH, a temperatura, a estrutura quimica, a luz, a presenca de oxigénio, a
degradacdo enzimdtica e a degradagdo na presenga de outros componentes alimentares
(nomeadamente acido ascorbico, ides metalicos, aglcares e co-pigmentos). Deste modo, torna-se
indispensavel definir as condi¢gdes Otimas de extracdo do pigmento, de forma a ndo ocorrerem
alteracdes significativas das suas caracteristicas fisicas e quimicas (Malacrida & Motta, 2006).

O efeito do pH ¢ um dos parametros mais importantes quando se aplicam as antocianinas
como ingrediente corante. Em solugdes acidas, os compostos antocianicos apresentam uma
coloracdo vermelha, no entanto, com o aumento do pH a intensidade de cor diminui e, em solugio
alcalina, obtém-se a cor azul, porém de forma instavel. No entanto, esta colora¢do de tonalidade
azul passa para amarela a medida que o pH se aproxima de 14, como resultado indireto da formagao
de chalcona (Kong et al., 2003; Lopes et al., 2007).

A temperatura ¢, também, outro pardmetro importante a ter em conta quando se trata da
estabilidade dos compostos antocidnicos. A medida que a temperatura aumenta (ou seja,
temperaturas superiores a 35 °C) a degradag¢do dos compostos aumenta. Mesmo estando ligados a
outros compostos estabilizantes, como o acido tanico, a degradacdo devido a temperatura pode
ocorrer, tornando-se ainda mais acentuada com o aumento do pH do meio (Lopes et al., 2007).

Relativamente a estrutura quimica, o grau de hidroxilagdo exerce um efeito importante na
estabilidade das antocianinas, sendo que aquelas que contém mais grupos hidroxilo na sua
estrutura sao menos estaveis. Inversamente, um alto grau de metoxilagdo aumenta a estabilidade
das antocianinas (Malacrida & Motta, 2006).

A presenga de oxigénio também interfere na estabilidade das antocianinas, sendo que a
degradacdo destes compostos, devido a presenca de oxigénio, ocorre através de um mecanismo de
oxidacdo direta ou indireta dos constituintes do meio que reagem com as antocianinas (Lopes et

al., 2007).
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A estabilidade das antocianinas pode ser melhorada com a presenca de catides de aluminio,
ferro e outros metais, pela ocorréncia de formagao de produtos insoluveis. Estes produtos, em
relagd@o as antocianinas livres, principalmente no caso do aluminio, apresentam maior estabilidade
frente a fatores como calor, pH e oxigénio (Bobbio & Bobbio, 1995). Outro dos fatores que podera
melhorar a estabilidade das antocianinas ¢ a co-pigmentacdo intermolecular entre antocianinas e
com outros compostos (por exemplo, acido tinico). Esta interacdo pode causar o aumento da
intensidade da cor. Compostos como aminodacidos, acidos orgéanicos e alcaloides podem aumentar
a estabilidade das antocianinas e reduzir significativamente os seus niveis e degradacdo (Ferarsa
et al., 2018).

Deste modo, tendo em conta a fragilidade de estabilizacdo das antocianinas terdo de ser
utilizados métodos de extracao cuidadosamente preparados e com monitorizagao, ao longo de todo
0 processo, com um maior nimero de pardmetros que representam um fator de interferéncia A
determinagdo de condi¢des dtimas € essencial para a obtengao de indices de extragdo convenientes

(Ferarsa et al., 2018).

1.2.3. Aplicacoes na industria alimentar

A utilizag@o de corantes naturais de origem animal, vegetal ou mineral ¢ uma das praticas
mais antigas da humanidade em diversos setores. Existem evidéncias do uso de corantes em tecidos
datados desde o periodo neolitico, nomeadamente na China, em que se refere que o tingimento
com plantas e insetos surgiu hd mais de 5 mil anos. Também os egipcios utilizavam estes aditivos,
ndo s para decorar com pinturas o interior dos palacios, mas também em produtos cosméticos
(maquilhagem) (Prado & Godoy, 2003).

O facto de a cor representar um papel fundamental e decisivo na industria alimentar, no
que concerne a aceitacdo dos produtos por parte dos consumidores e, a dificuldade associada a
aplicacdo dos aditivos naturais, levou a necessidade do desenvolvimento de corantes artificiais em
alimentos e bebidas, a fim de tornar mais apelativa a aparéncia original do produto, atribuindo cor
ou reforcando as cores originais dos produtos (Veloso, 2012). Assim, os aditivos artificiais
surgiram em 1856, com a sintese do primeiro corante derivado da hulha, desenvolvido por Sir
William Henry Perkin. O precipitado roxo foi descoberto por engano na tentativa de sintetizar
quinina. No entanto, a continua¢do dos estudos levou a que, dois anos mais tarde, um corante

vermelho artificial fosse patenteado em Franga. Desde entdo, nos Estados Unidos e na Europa
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foram desenvolvidos mais de uma centena de corantes (Prado & Godoy, 2003; Food Ingredients
Brasil, 2009).

Habitualmente, na industria alimentar sdo aplicados corantes artificiais como aditivos
quimicos. Desta forma, os corantes artificiais sdo substdncias complementares, adicionadas em
doses controladas que tém a funcdo de conferir ou melhorar a cor de um produto alimentar (Prado
& Godoy, 2003).

Contudo, ao longo dos anos varias questdes foram sendo colocadas e, em 1906, surgiram
os primeiros estudos acerca da agdo cancerigena de alguns corantes artificiais, havendo a
necessidade de estabelecer legislagdo para controlar o seu uso. Assim, existe atualmente uma
legislagdo rigorosa relativa a aditivos corantes permitidos para alimentos e bebidas (Lopes et al.,
2007; Prado & Godoy, 2003).

O crescente interesse dos consumidores por produtos mais saudadveis, naturais € eco-
friendly tem vindo a aumentar e, nesse sentido, a procura de novas fontes de antocianinas como
corantes alimentares naturais tem sido um dos objetivos primordiais da comunidade cientifica
(Todaro et al., 2009).

No entanto, a aplicacdo destes compostos naturais na indistria também exibe algumas
desvantagens, comparativamente com os aditivos artificiais com a mesma fungdo. Algumas dessas
desvantagens prendem-se com a sua instabilidade, verificada na mudanga de coloracao provocada
pelas diferentes reacdes quimicas que podem surgir, visto que no caso das antocianinas possuem
grupos cromoéforos sensiveis as alteracdes de pH do meio (Andersen et al., 1998). Ao longo da
preparacdo e processamento dos alimentos, a presenga de antocianinas pode decrescer até 50%,
devido a sua solubilidade em 4gua. No entanto, para além da adi¢do de cor, as antocianinas também
conferem propriedades antioxidantes aos alimentos, contrariamente aos corantes artificiais que
apenas manifestam a funcdo corante (Malacrida & Motta, 2006; Lopes et al., 2007). Assim, a agdo
bioativa manisfestada por estas moléculas aumenta a necessidade da comunidade cientifica em
estudar com rigor a extragao destes compostos, assim como desenvolver tecnologias que permitam

a sua estabilidade em qualquer um dos setores industriais, em particular no setor alimentar.
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2. Objetivos

Tendo em conta as potencialidades nutricionais e bioativas da polpa dos frutos de Solanum
melongena L. (beringela) e os compostos corantes presentes no epicarpo, o presente estudo tem
como principal objetivo caracterizar do ponto de vista quimico e nutricional a polpa, epicarpo e
fruto inteiro de S. melongena, adquiridos num estabelecimento comercial em Braganca, Portugal.
E também objetivo deste trabalho, proceder a avaliagio das suas propriedades bioativas e
otimiza¢do de metodologias para a obtengdo de um extrato rico em antocianinas, a partir do
epicarpo de S. melongena, a fim de ser utilizado como um ingrediente corante natural.

Assim, os objetivos especificos deste trabalho experimental sdo os seguintes:

v Determinag¢do do valor nutricional da polpa e do fruto inteiro (polpa e epicarpo) de S.
melongena através de metodologias oficiais de andlise de alimentos (AOAC);

v Determinag¢do da composi¢do quimica da polpa e do fruto inteiro (polpa e epicarpo) de
S. melongena recorrendo a técnicas cromatograficas, analisando o perfil de aglicares
livres, 4cidos gordos, tocoferdis, acidos organicos e compostos fenolicos;

v Determina¢do do potencial bioativo de extratos hidroetanolicos obtidos a partir da
polpa e do fruto inteiro de Solanum melongena L., através de ensaios que avaliam a
atividade antioxidante, citotoxica, anti-inflamatéria e antimicrobiana;

v Otimizagéo da extragéo de antocianinas a partir do epicarpo de S. melongena, realizada
mediante extracdo assistida por ultrassons (UAE), aplicando o método de analise de

superficie de resposta (RSM);
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3. Material e métodos

3.1. Preparacio da amostra

Os frutos de Solanum melongena L. (beringela) utilizados para este estudo foram
adquiridos em abril de 2019, numa superficie comercial, em Braganca (nordeste de Portugal).
Apds a aquisicdo das amostras, o epicarpo e a polpa foram separados através de métodos
mecanicos, ¢ foi feita a selecdo das amostras para a analise de diferentes partes do fruto (fruto
inteiro, polpa e epicarpo). Posteriormente toda a amostragem preparada foi congelada, desidratada
através de um processo de liofilizacdo (FreeZone 4.5, Labconco, Kansas City, MO, EUA) e
triturada até obtencdo de um po fino. As amostras foram, seguidamente, armazenadas em local
fresco e seco ao abrigo de luz, para posteriormente proceder a realizagdo das analises nutricionais,

quimicas, bioactivas e processos de otimizagao.

3.2. Padroes e reagentes
3.2.1. Analise quimica

Os solventes n-hexano 95%, acetonitrilo 99%, etanol absoluto (99,9%) e acetato de etilo
99,98%, todos de grau HPLC, foram adquiridos na empresa Fisher Scientific (Lisboa, Portugal) e
o solvente metanol de grau analitico, foi adquirido na empresa Pronalab (Lisboa, Portugal). Os
restantes solventes usados, igualmente de grau analitico foram os seguintes: éter etilico (Lab-Scan,
Lisboa, Portugal); tolueno e 4cido sulfurico (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, EUA).

A mistura padrdo com 37 ésteres metilicos de acidos gordos (FAME) (C4-C24; norma
47885-U) foi adquirida na empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA), assim como os padrdes
de agucares (D(-)-frutose D(+)-sucarose, D(+)-glucose, D(+)-trealose, D(+)-melezitose e D(+)-
rafinose pentahidratada), padrdes de acidos organicos (L(+)-acido ascorbico; &cido citrico; acido
malico; 4cido oxalico; dcido sucinico; dcido fumadrico e acido quinico) e padrdes de tocoferdis
(isoformas -a, -, -A e -0). Relativamente aos padrdes dos compostos fendlicos ndo antocianicos
utilizados (apigenina-6-C-glucdsido, acido cafeico, 4cido elagico, acido clorogénico, hesperetina,
luteolina-7-O-glucésido, naringenina, quercetina-3-O-rutindsido, quercetina-3-O-glucésido,
taxifolina, 4cido rosmarinico) foram adquiridos na Extrasyntheses (Genay Cedex, Franca) e os
compostos antocianicos (cianidina-3-O-glucosido, peonidina-3-O-glucosido e pelargonidina-3-O-

glucosido) foram adquiridos na empresa Polyphenols (Sandines, Norway). A agua foi tratada
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previamente a sua utilizacdo pelo sistema de purificacdo Milli-Q-Water (TGI Pure Water Systems,

Greenville, SC, EUA).

3.2.2. Estudo das bioatividades

Andlise da atividade citotoxica e hepatotoxica: O sérum fetal de bovino (SFB), a L-
glutamina, a solugdo salina de Hank’s (HBSS), a solu¢@o de penicilina/estreptomicina (100 U/mL
e 100 mg/mL, respetivamente) e 0 meio DMEM (meio de cultura para células animais (Dulbecco
Modified Eagle)) foram adquiridos na empresa Hyclone (Logan, Utah, EUA). O 4cido acético,
elipticina, sulforodamina B (SRB), 4cido tricloroacético (TCA) e Tris foram fornecidos pela
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). A agua foi tratada como referido anteriormente na secgdo
3.2.1..

Atividade anti-inflamatoéria: As células RAW 264.7 foram compradas a ECACC
(“European Collection of Animal Cell Culture”) (Salisbury, UK) e o DMEM a Hyclone (Logan,
Utah, USA). O Griess Reagent System Kit foi adquirido da Promega (Madison, WI, USA).

Andlise da atividade antimicrobiana: O Mueller-Hinton agar (MHB) foi obtido na Biolab®
(Hungria). O composto p-iodonitrotetrazolium chloride (INT) foi adquirido da Panreac Applichem
(Barcelona, Espanha). Os antibidticos imipenem e vancomicina foram obtidos da Hikma
farmacéutica (Portugal SA) e a Ampicilina da Janssen farmacéutica (Bélgica).

Andlise da atividade antioxidante: O padrdo trolox (4cido 6-hydroxi-2,5,7,8-
tetrametilchroman-2-carboxilico), AAPH foram fornecidos pela Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
EUA).

3.3. Avaliacio da cor do epicarpo dos frutos de Solanum melongena L.

A medicao da cor das amostras foi realizada no epicarpo, utilizando um colorimetro
(modelo CR-400; Konica Minolta Sensing, Inc., Téquio, Japao) acoplado a um adaptador para
materiais granulosos (modelo CRAS50), seguindo a metodologia previamente descrita por Roriz et
al. (2017).

O valor das coordenadas tridimensionais CIE L* a* b* foram obtidos num sistema
computorizado com um iluminante tipo C e um diafragma de diametro 8§ mm, sendo que para o

processamento dos dados, recorreu-se ao software Spectra Magic Nx (versio CM-S100W
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2.03.0006, Konica Minolta, Japao). Relativamente as coordenadas tridimensionais obtidas, L*
representa a luminosidade, a* representa a cromaticidade num eixo do verde (-) a vermelho (+), e

b* representa a cromaticidade num eixo do azul (-) ao amarelo (+), como ilustrado na Figura 6.

—3

100

Figura 6. Coordenadas tridimensionais CIE L* a* b* (Bora et al., 2015).

A avaliagdo da cor foi realizada no epicarpo do fruto fresco e no epicarpo liofilizado. Foram
feitas leituras em 3 pontos distintos para cada amostra, considerando-se os valores médios.
Previamente e apds a analise, o instrumento utilizado foi calibrado com um padrao branco (Spectra

Magic NX Instruction Manual, Konica Minolta Sensing, Inc., 2009, Japao).

3.4. Determinacido do valor nutricional dos frutos de Solanum melongena L.: polpa e
fruto inteiro
A composicao nutricional foi avaliada na polpa e no fruto inteiro de S. melongena, através
de metodologias oficiais de andlise de alimentos (AOAC, 2016). Para tal, foi determinado o teor
de proteina, gordura, hidratos de carbono, cinzas, humidade e valor energético.
O teor em proteinas (Nx6.25) foi obtido pelo método macro-Kjeldahl (AOAC 991.02), o
qual se baseia na quantidade de azoto presente na amostra. Para tal, adiciona-se acido sulftrico

concentrado (H2SO4) a amostra (0,5 g) ocorrendo, desta forma, a digestdo da matéria organica e
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consequente formagao de um sal inorgéanico, o sulfato de amonio (NH4)2SOs, no qual € retido o
azoto. De seguida, alcaliniza-se a solucao por adigdo de hidroxido de sédio (NaOH), que potencia
a libertacdo de azoto na forma de amoniaco, NH3. O amoniaco €, de seguida, destilado e recolhido
numa solu¢do de 4cido conhecido, neste caso, H2SO4 (0,1 M). Por fim, ¢ feita uma titulagdo com
NaOH (0,1 M), utilizando um indicador vermelho de metilo, que permite quantificar o azoto
presente na amostra (AOAC 991.02).

Os lipidos foram determinados através da extragdo de uma massa conhecida de amostra (3
g), num aparelho de Soxhlet, para a qual se utilizou como solvente de extracao o éter de petrdleo
a uma temperatura de aproximadamente 80 °C, durante 7 horas (AOAC 989.05).

Para a obten¢do do teor em cinzas, fez-se uma incineragdo a 550 = 15°C durante 12 horas
(AOAC 935.42).

Para a determinacdo da humidade presente na amostra, colocou-se uma quantidade
conhecida de amostra (1 g) na estufa (105 °C) até se obter uma massa constante.

Os hidratos de carbono foram calculados por diferenca (Equac¢io 1), enquanto que a

energia total foi determinada de acordo com a Equacio 2, apresentada abaixo.

Hidratos de carbono = 100 — (g proteinas + g lipidios + g cinzas)

Equacao 1. Equacido para determinacdo de hidratos de carbono.

Energia (Kcal) = 4 x (g proteinas + g hidratos de carbono) + (9 X g gordura)

Equacio 2. Equacdo para determinagao da energia total.

3.5. Determinac¢io da composicio quimica dos frutos de Solanum melongena L.: polpa
e fruto inteiro
3.5.1. Actuicares
Os acucares livres foram determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a um detetor de indice de refracdo (HPLC-RI), conforme descrito anteriormente por

Barros et al. (2013).
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A amostra (1 g) foi enriquecida com melezitose (utilizada como padrao interno, 25 mg/mL)
e adicionados 40 mL de etanol (80:20, v/v), num banho a 80 °C (Julabo, SW22; Seelbach,
Alemanha), durante 1 hora e 30 min, com agita¢do a cada 15 minutos.

Posteriormente, o sobrenadante obtido foi centrifugado (centrifuga refrigerada K240R,
Centurion, Sussex Ocidental, Reino Unido) a 5000 rpm durante 10 minutos e transferido para um
baldo de vidro para evaporar a fragdo etanodlica, recorrendo-se ao evaporador rotativo (Biichi R-
210, Flawil, Suica) (60 °C, pressao reduzida). A fase aquosa foi lavada 3 vezes com éter dietilico
(10 mL), tendo sido, seguidamente, os restos do mesmo evaporados. Ao residuo seco obtido, foi
adicionada 4gua até perfazer um volume final de 5 mL e filtrou-se 1,5 mL do mesmo (filtros de
nylon - 0,2 um, Whatman) para um vial, a fim de proceder a analise do perfil em aglcares no
sistema HPLC.

O sistema de HPLC encontra-se equipado com uma bomba (Knauer, Sistema Smartline
1000, Berlim, Alemanha), um sistema desgaseificador (Smartline manager 5000), um amostrador
automatico (AS-2057 Jasco, Easton, Maryland, EUA) e um detetor de indice de refracdo (Knauer
Smartline 2300). A separacdo cromatografica foi obtida através de uma coluna Eurospher 100-5
NH2 (4,6 x 250 mm, 5 pm, Knauer), que operou a uma temperatura de 35 °C (7971 R Grace).

Como fase movel foi usado acetonitrilo/dgua desionizada (70:30; v/v) com um caudal de 1
mL/min, sendo o volume de injecdo de 10 pL. Para a identificacdo dos compostos, recorreu-se ao
software Clarity 2,4 Software (DataApex), com o qual se compararam os tempos de retengdo
relativos dos picos da amostra, com padrdes conhecidos. Os resultados foram obtidos pelo método

do padrao interno e expressos em grama de composto por 100 g de massa fresca.

3.5.2. Acidos orginicos

Os 4cidos organicos foram determinados através de cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a um detetor de diodos (UFLC-DAD), de acordo com um procedimento previamente
descrito por Barros et al. (2013).

A extracdo foi realizada ao abrigo da luz adicionando 25 mL de acido metafosforico (4,5%)
a amostra (1,5 g), mantendo as condi¢gdes de temperatura de 25 °C e agitacao constante (150 rpm)
durante 45 minutos. Apos extragdo, a mistura foi filtrada através de papel de filtro (Whatman N °
4) e, posteriormente, através de filtros de nylon (0,2 um; Whatman) para analise em UFLC

(Shimadzu Corporation, Quioto, Japao). A separa¢dao dos mesmos foi obtida através de uma coluna

22



Utilizacao do fruto de Solanum melongena L. como fonte de nutrientes e compostos bioativos e corantes

SphereClone (Phenomenex, Torrance, California, EUA) de fase inversa C18 (5 pm, 250 mm x 4,6
mm i.d.) termostatizada a 35 °C, sendo a elui¢do realizada com 4cido sulfurico (3,6 mM) com um
caudal de 0,8 mL/min, sendo o volume de inje¢do de 20 pL.

A detecdo dos acidos organicos foi conseguida recorrendo a um sistema DAD, aplicando
os comprimentos de onda de 215 nm e 245 nm (para o acido ascorbico). A quantificagdo dos
compostos foi efetuada por comparacdo da area dos seus picos registados, nos comprimentos de
onda referidos anteriormente, com as curvas de calibrag@o obtidas a partir dos padrdes do respetivo

composto. Os resultados foram expressos em mg de composto por 100 g de massa fresca.

3.5.3. Tocoferois

Os tocoferdis foram analisados através de um sistema HPLC acoplado a um detetor de
fluorescéncia (HPLC-FL), segundo um procedimento descrito por Barros et al. (2013).

Para realizar o processo de extracdo, a amostra de frutos (500 mg) foi adicionada uma
solu¢do de BHT em hexano (10 mg/mL; 100 puL) e uma solugdo de tocol (usado como padrio
interno - PI) em hexano (50 pg/mL; 400 pulL). A amostra foi, de seguida, homogeneizada com 4
mL de metanol (vortex, 1 minuto) e ainda, com 4 mL de hexano (vortex, 1 minuto). Apds
homogeneizagdo da amostra, adicionou-se uma solucdo aquosa concentrada de NaCl (2 mL),
homogeneizando-se (vortex, 1 min) e centrifugando-se (5 min; 5000 pm; 10 °C). O sobrenadante
obtido foi transferido para um vial e re-extraido o mesmo duas vezes com hexano. Posteriormente,
ao extrato obtido, adicionou-se sulfato de sddio anidro, a fim de desidratar o sobrenadante, que foi
levado a secura sob corrente de azoto. Por fim, redissolveu-se o extrato obtido em n-hexano (2
mL) e filtrou-se através de um filtro nylon (0,2 pm; Whatman) para um vial &mbar para posterior
analise.

O sistema HPLC (descrito previamente na sec¢do 3.5.1.) utilizado para a andlise dos
compostos, encontrava-se acoplado a um detetor de fluorescéncia (FP-2020; Jasco), programado
para excitacdo (Aex) a 290 nm e emissdo (Aem) a 330 nm. A separacdo cromatografica foi obtida
com uma coluna de fase normal Poliamida II (250 mm x 4,6 mm i.d., 5 pm, YMC Waters, Milford,
EUA) com uma temperatura de 35 °C. Como fase movel, usou-se uma mistura de n-hexano e
acetato de etilo (70:30, v/v) com um caudal de 1 mL/min, sendo o volume de inje¢do de 10 pL.

A identificagdo dos compostos foi realizada através de comparagdes cromatograficas de

compostos padrao. A quantificac¢do foi obtida pelo método do padrao interno, com base em curvas
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de calibracdo de compostos padrdo. A andlise de dados foi executada com o software Clarity 2,4

(DataApex) e os resultados foram expressos em mg de composto por 100 g de massa fresca.

3.5.4. Acidos gordos

Os 4cidos gordos foram determinados por cromatografia gasosa com dete¢do por ionizagao
de chama (GC-FID), como descrito anteriormente por Pereira et al. (2012).

Ao extrato lipidico obtido previamente por extragdo em Soxhlet, foram adicionados 5 mL
de uma solu¢do de metanol/acido sulftrico/tolueno, na propor¢ao 2:1:1 (v/Av/v) e a mistura
permaneceu num banho (Julabo, SW22; Seelbach, Alemanha) a 50 °C (com agitacdo de 160 rpm)
durante aproximadamente 12 h. Apods retirar os tubos do banho e, com o intuito de potenciar a
separagdo de fases, foi adicionada 4gua desionizada (3 mL) na mistura e, posteriormente, para
recuperagdo dos esteres metilicos de acidos gordos (FAME) adicionou-se éter dietilico (3 mL),
ambos 0s passos com agitagdo em vortex. Apds separacao das fases, transferiu-se o sobrenadante
para um vial, no qual se adicionou previamente sulfato de sddio anidro, a fim de desidratar o
sobrenadante. Por ultimo, filtrou-se 0 mesmo através de filtros de nylon (0,2 um; Whatman;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) para um vial, para posterior analise em GC.

O perfil de acidos gordos foi obtido através de um sistema de GC (Modelo DANI GC 1000)
equipado com um injetor split/splitless, um detetor de ionizagdo de chama (FID, 260 °C) e uma
coluna Zebron-Kame (30 m x 0,25 mm ID x 0,20 um df; Phenomenex, Lisboa, Portugal). O
programa de temperatura aplicado foi o seguinte: temperatura inicial de 100 °C, durante 2 min;
aumento progressivo da temperatura: 10 °C/min até 140 °C; 3 °C/min até 190 °C; 30 °C/ min até
260 °C que permaneceu durante 2 min. O gas de transporte utilizado foi o hidrogénio com um
caudal de 1,1 mL/min, medido a 100 °C. A injecao split (1:50) foi realizada a 250 °C, onde foi

injetado 1 pL da amostra.

A identificacdo de acidos gordos foi feita com base nos tempos de retencao relativos dos
picos de FAME das amostras com padrdes conhecidos. Para o processamento dos resultados,
recorreu-se ao software CSW 1,7 (DataApex 1,7, Praga, Reptiblica Checa) e estes foram expressos

em percentagem relativa (%) para cada acido gordo detetado.
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3.5.5. Compostos fendlicos
A andlise dos compostos fenolicos ndo antocidnicos foi realizada no epicarpo, na polpa e
no fruto inteiro de S. melongena; de outro modo, a determinacdo dos compostos fendlicos
antocianicos foi determinada apenas no epicarpo, devido a sua evidente coloragdo roxa. Para tal
seguiu-se uma metodologia previamente descrita pelos autores Bessada et al. (2016) e Gongalves

et al. (2017).

3.5.5.1. Compostos fendlicos ndo antocidnicos

Procedimento de extragdo. Foi preparado um extrato a partir do material vegetal seco. A
amostra liofilizada (frutos de S. melongena) (1 g) foi submetida a maceragdo com uma solugdo de
etanol/agua (80:20, v/v; 30 mL) a temperatura ambiente, com agitacdo constante (150 rpm) durante
1 hora. Posteriormente, foi filtrada através de um papel de filtro (Whatman No. 4; Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA) e o processo foi repetido, sendo a amostra re-extraida com 30 mL da mesma
solugdo hidroetandlica. Por fim, a fragdo alcodlica dos extratos obtidos foi evaporada a pressio
reduzida (Biichi R-210, Flawil, Suica) e a fracdo aquosa foi liofilizada (47 °C, 0.045 bar; FreeZone
4.5, Labconco, Kansas City, MO, EUA) para posteriores analises. Uma quantidade do extrato seco
obtido (10 mg) foi, posteriormente, re-dissolvido numa solucao de EtOH/H,O (20:80, v/v; 2 mL)
e seguidamente, filtrado através de discos LC descartaveis de 0,22-um para posterior analise em
HPLC.

Meétodo analitico. Para a andlise cromatografica foi utilizado um sistema Dionex Ultimate
3000 UPLC (Thermo Scientific, San Jose, CA, EUA) equipado com uma bomba quaternaria, um
injetor automatico (a 5 °C), um desgasificador e um compartimento de coluna com termostato
automatizado. A detecdo dos compostos foi efetuada com detetor de diodos (DAD), usando os
comprimentos de onda de 280 nm, 330 nm e 370 nm e acoplado a um detetor de espectrometria de
massa (MS).

Para a separagdo dos compostos, utilizou-se uma coluna Waters Spherisorb S3 ODS-2 de
fase reversa C18 (4,6 x 150 mm, 3 pm; Milford, EUA) termostatizada a 35 °C. A fase movel
utilizada foi (A) 4cido formico/agua (0,1%) e (B) acetonitrilo. O gradiente de eluigdo estabelecido
foi isocratico: 10% a 15% B até 5 min, 15-20% B até 5 min, 20-25% B 10 min, 25-35% B 10 min,

35-50% B 10 min e reequilibracao da coluna por 10 min; sendo definida uma taxa de fluxo de 0,5
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mL/min. O sistema de HPLC descrito encontrava-se também interligado a um espectrometro de
massa (MS).

A detecdo de MS foi feita utilizando um espectrometro de massa lon Trap Linear LTQ XL
(ThermoFinnigan, San Jose, CA, EUA), equipada com uma fonte ESI (fonte de ionizacdo
electrospray). O gas de arraste utilizado foi azoto (50 psi); o sistema trabalhou com uma voltagem
de spray de 5 kV, a uma temperatura inicial de 325 °C e tensdo capilar de -20 V. A voltagem do
tube lens offset foi mantida a -66 V. Os espetros foram gravados em modo de ido negativo entre
100 e 1500 m/z. A energia de colisdo utilizada foi de 35 (unidades arbitrarias). Os dados foram
recolhidos e analisados utilizando o programa Xcalibur® (ThermoFinnigan, San Jose, CA, EUA).

Para a identificacdo dos compostos procedeu-se a comparacao dos dados obtidos (tempos
de retengdo, espectros UV-Vis e espectros de massa) com dados disponiveis na literatura e, quando
disponiveis, com os padrdes. Para andlise quantitativa, obtiveram-se as curvas de calibragdo por
injecdo de solugdes-padrao com concentragdes conhecidas (2,5-100 ug/mL): 4cido cafeico (y =
388345x + 406369), acido protocatequico (y = 214168x + 27102) e acido clorogénico (y =
168823x - 161172), baseadas nos sinais UV-Vis e utilizando o comprimento de onda méximo de
absorcao de cada composto padrao. Nos casos em que ndo se verificou disponibilidade de padrdes
para os respetivos compostos, a quantificacdo foi feita através de curvas de calibragdo de
compostos do mesmo grupo fenolico. Os resultados foram expressos em mg de composto por g de

extrato.

3.5.5.2. Compostos fenolicos antocidnicos

Procedimento de extragdo. As amostras liofilizadas dos frutos (1 g) foram sujeitas a uma
maceragdo, realizada a temperatura ambiente, com agitagdo magnética, durante 1h, com uma
solugdo de EtOH/H>0 (80:20, v/v; 30 mL) acidificada com &cido citrico (0,5 %). De seguida, foram
filtradas através de papel de filtro (Whatman n°4), e o restante residuo re-extraido com a solucdo
de extracdo descrita anteriormente. Com o objetivo de eliminar o etanol, o filtrado foi evaporado
a 35 °C (evaporador rotativo, Biichi R-210, Flawil, Suica) e a fracdo aquosa restante liofilizada (-
47 °C, 0.045 bar; FreeZone 4.5, Labconco, Kansas City, MO, EUA). O extrato obtido foi,
posteriormente, re-dissolvido numa solucdo de EtOH/H,O (80:20, v/v; 1 mL) e seguidamente,

filtrados através de discos LC descartaveis de 0,22-pum para posterior analise em HPLC.
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Me¢étodo analitico. As antocianinas foram analisadas usando um sistema de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC, Dionex UltiMate 3000 UPLC, Thermo Scientific) descrita na
sec¢do 3.5.5.1.. Para a separacdo dos compostos e recorreu-se a uma coluna de fase reversa
AQUA® C18 (5 pm, 150 mm x 4,6 mm i.d., Phenomenex) termostatizada a 35 °C. Os solventes
usados foram: (A) 0,1% TFA em é4gua e (B) 100% acetonitrilo. O gradiente aplicado foi: 10% B
até 3min, 10 a 15% B 12 min, 15% B 5 min, 15a 18% B 5 min, 18 a 30% B 20 min e 30 a 35% 5
min, a uma taxa de fluxo de 0.5 mL/min. Os solventes utilizados foram 0,1% acido trifluoroacético
(ATF) em agua (A) e acetonitrilo (B). A elui¢gdo em modo gradiente seguiu os seguintes
parametros: 10% B por 3 min, de 10 a 15% B por 12 min, 15% B por 5 min, de 15 a 18% B por
10 min, de 18 a 30% B por 20 min, de 30 a 35% B por 5 min e 35 a 10% B por 10 min. O tempo
total de analise foi de 60 minutos, seguido do recondicionamento da coluna durante 10 min, a um
caudal de 0,5 mL/min. A dete¢do foi realizada com um detetor DAD, utilizando como o
comprimento de onda principal 520 nm, e com espectroscopia de massa ligada em série através da
saida da célula DAD. A dete¢do SM foi realizada em modo positivo utilizando um espectrémetro
de massa Linear Ion Trap LTQ XL (Thermo Finnigan) equipado com uma fonte ESI. O azoto foi
utilizado como gas de revestimento (50 psi); e o sistema foi operado com uma tensdo de
pulverizacdo de 4,8 kV, uma temperatura da fonte de 320°C e uma tensdo capilar de 14 V. O
deslocamento da lente do tubo foi mantido a uma tensdo de 75 V. O varrimento abrangeu uma
amplitude de massa de m/z 100 a 1500. A energia de colisdo utilizada foi de 20 (unidades
arbitrarias). A aquisi¢do de dados foi realizada com o sistema de dados Xcalibur® (Thermo

Finnigan).

A caracterizacdo das antocianinas presentes nas amostras foi obtida recorrendo ao seu
espectro UV-Vis e de massa, sendo os seus tempos de retengdo comparados com padrdes, quando
disponiveis. Para analise quantitativa, obtiveram-se as curvas de calibragdo por injecdo de
solugdes-padrao com concentragdes conhecidas (0,25-50 pg/mL): cianidina-3-O-glucésido (y =
97787x — 743469; R? = 0,9993), peonidina (y = 110391x — 1£%; R? = 0,9991) e pelargonidina-3-
O-glucosido (y = 43781x — 275315; R? = 0,9989). Os resultados foram expressos em mg por g de

extrato.
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3.6. Avaliacdo das propriedades bioativas dos frutos de Solanum melongena L.:
epicarpo, polpa e fruto inteiro, através de ensaios in vitro

Preparacdo do extrato hidroetandlico. A extragdo foi realizada de acordo com o descrito
anteriormente na sec¢do 3.5.5.1. O extrato liofilizado foi re-dissolvido em meio de cultura (10
mg/mL) para os ensaios atividade antimicrobiana (sec¢do 3.6.1.), em agua destilada numa
concentragdo de 8 mg/mL para avaliacdo da atividade citotoxica (sec¢do 3.6.2.), hepatotoxicidade
(secg¢do 3.6.3.) e atividade anti-inflamatdria (sec¢do 3.6.4.) ¢ numa solugdo hidroetandlica
(EtOH/H20; 80:20) numa concentracdo de 5 mg/mL para avaliagdo da atividade antioxidante
(secgdo 3.6.5.). Posteriormente, estas solugdes foram diluidas sucessivamente de forma a obter as

concentracgoes de trabalho.

3.6.1. Analise da atividade antimicrobiana
3.6.1.1. Atividade antibacteriana
Para avalia¢do da atividade antibacteriana seguiu-se a metodologia descrita anteriormente
por Carocho et al. (2015). Utilizaram-se bactérias Gram-negativo como: Enterobacter cloacae
(ATCC - American type culture collection 35030), Escherichia coli (ATCC 35210) e Salmonella
typhimurium (ATCC 13311) e bactérias Gram-positivo Listeria monocytogenes (NCTC — National
collection of type cultures 7973) e Staphylococcus aureus (ATCC 6538). Estes microrganismos
foram adquiridos no Laboratério de Micologia do Departamento de Fisiologia Vegetal do Instituto
de Investigacdo Bioldgica “SiniSa Stankovi¢” da Universidade de Belgrado na Sérvia. A
concentracdo minima inibitéria (CMI) e minima bactericida (CMB), para cada um dos extratos

avaliados, foi determinada usando o método de microdiluigao.

As culturas de bactérias foram ajustadas através do espectrofotometro ficando com uma
concentragdo de 1x10°> CFU/mL, correspondendo a uma suspensio bacteriana determinada num
espectrofotometro a 625 nm. As dilui¢des de indculos foram cultivadas em meio sélido para
verificar a auséncia de contaminagdo e verificar a validade do in6culo. As diferentes dilui¢des do
extrato hidroetandlico foram pipetadas para os pogos contendo 100 pL de caldo de soja triptico
(TSB) e, posteriormente, foram adicionados 10 pL de in6culo. As microplacas foram incubadas
por 24 horas a 37 °C. Para a determinacdo das CMIs (concentragdo minima inibitéria; menor

concentragdo que produziu uma inibi¢do significativa (em torno de 50%) do crescimento da
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bactéria em comparacdo com o controle positivo) foram adicionados 40 pL de cloreto de
iodonitrotetrazdlio (INT) (0,2 mg/mL) e incubou-se a 37 °C durante 30 min. As CMIs obtidas do
teste de suscetibilidade de varias bactérias ao extrato foram determinadas também por um ensaio
colorimétrico de viabilidade microbiana baseado na redugdo da cor INT e comparado com um
controlo positivo para cada estirpe bacteriana. A CMB (concentragdo minima bactericida) foi
determinada por subcultura em série, colocando 10 pL. de cada poco que ndo apresentou mudanga
de cor a 100 uL de TSB. A menor concentragdo que ndo apresentou crescimento apds essa
subcultura foi considerada como a CMB. A estreptomicina e a ampicilina foram usadas como
controlos positivos, enquanto 5 % de dimetilsulféxido (DMSO) foi usado como controlo negativo.

Os resultados de CMI e CMB foram expressos em mg/mL de extrato hidroetanoélico liofilizado.

3.6.1.2. Atividade antifungica
Para a avaliagdo da atividade antifungica foi seguido o procedimento descrito
anteriormente por Carocho et al. (2015). Para tal, foram utilizados os microfungos Aspergillus
fumigatus (ATCC 1022), Aspergillus niger (ATCC 6275), Aspergillus versicolor (ATCC 11730),
Penicillium funiculosum (ATCC 36839), Penicillium ochrochloron (ATCC 9112) e Trichoderma
viride (IAM 5061). Estes organismos foram adquiridos no Laboratério de Micologia do
Departamento de Fisiologia Vegetal do Instituto de Investigagdo Biologica “SiniSa Stankovi¢” na

Universidade de Belgrado na Sérvia.

Os micromicetos foram mantidos em malte 4gar (MA) e as culturas foram armazenadas a
4 °C e sub-cultivadas uma vez por més. Os esporos fungicos foram lavados da superficie das placas
de dgar com solugdo salina estéril a 0,85 % contendo Tween 80 a 0,1 % (v/v). A suspensdo de
esporos foi ajustada com uma solugdo salina estéril para uma concentragdo de aproximadamente
1,0 x 105 num volume final de 100 pL por pogo. Os indculos foram armazenados a 4 °C. As
dilui¢des dos indculos foram cultivadas em MA soélido para verificar a auséncia de contaminagao
e a validade do inoculo. A determinagdo da CMI foi realizada pela técnica de dilui¢ao sucessivas
em microplacas de 96 pogos. A amostra foi adicionada ao meio de malte com o inoculo fungico e
as microplacas foram incubadas durante 72 horas a 28 °C. As concentracdes mais baixas sem
crescimento visivel (usando um microscopio binocular) foram definidas como CMI. As

concentragdes minimas fungicidas (CMFs) foram determinadas por subcultura em série de 2 puL
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de cada pogo que ndo apresentou mudanca de cor, em microplacas contendo 100 pL de caldo de
malte por pogo e posterior incubadas durante 72h a 28 °C. A menor concentragdo sem crescimento
visivel foi definida como CMF, indicando 99,5% de morte do in6culo original. O DMSO a 5% foi
utilizado como controlo negativo, enquanto o bifonazol e o cetoconazol foram utilizados como
controlos positivos. Os resultados de CMI e CMF foram expressos em mg/mL de extrato

hidroetandlicos.

3.6.2. Avaliacao da citoxicidade em linhas celulares tumorais
A avalia¢do do potencial citotoéxico do extrato hidroetanolico (80:20, v/v) do fruto de S.
melongena (fruto inteiro, polpa e epicarpo) foi realizada através do ensaio da Sulforodamina B

(SRB), previamente descrito por Barros et al. (2013) (Figura 7).

Para testar a capacidade anti-proliferativa do extrato em células tumorais, foram usadas
varias linhas celulares tumorais humanas, tais como: MCF-7 (carcinoma da mama), NCI-H460
(carcinoma de pulmao), HeLa (carcinoma cervical) e HepG2 (carcinoma hepatocelular); obtidas
no DMSMZ — Leibniz — Institut DSMZ — Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH. Estas linhas foram mantidas como culturas aderentes em meio RPMI-1640
suplementado com 10 % FBS (MCF-7 e NCI-H460) ou em DMEM suplementado com 10 % FBS,
2 mM glutamina, 100 U/mL penicilina e 100 pg/mL estreptomicina (células HeLa e HepG2), a 37

°C numa incubadora com ar humidificado e 5% COx,.

Todos os procedimentos foram realizados em ambiente asséptico e em camara de fluxo
laminar (TLStar, AV-30/70), a fim de evitar contamina¢des. Foram testadas concentracdes de
0,125 a 8 mg/mL, através da diluicdo em agua. As células foram mantidas em meio RPMI-1640
contendo 10% de Soro Fetal de Bovino (SFB) inativado pelo calor (MCF-7 e NCI-H460) ou em
DMEM suplementado com 10% SFB, 2 mM glutamina, 100 U/mL penicilina e 100 pg/mL
estreptomicina (células HeLa e Hep(G2), numa incubadora com condig¢des estabelecidas de 37 °C,

ar humidificado e 5% CO, (HF 151, Heal Force).

Em primeiro lugar, retirou-se o meio de cultura de cada caixa que continha as linhas
celulares e adicionou-se o meio de lavagem (HBSS, 2 mL). Seguidamente, adicionou-se a enzima
proteolitica tripsina (1,5 mL) e colocou-se na incubadora durante 3 minutos, com o intuito das

células descolarem. Apds 3 minutos, adicionou-se meio de cultura (3 mL) para inativar a tripsina
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evitando, desta forma, a destruicdo celular. A suspensdo celular obtida foi pipetada e transferida
para um falcon estéril para centrifugar a 1200 rpm, 5 min, T=10 °C (Centurion K240R, West

Sussex, Reino Unido).

Seguidamente, rejeitou-se o sobrenadante e suspendeu-se o pellet em 5 mL de meio de
cultura. Desta, retiraram-se 50 uL. de suspensdo, a qual se adicionou 50 puL. de solugdo de azul
tripano, homogeneizando de seguida, para a contagem do numero de células numa cdmara de
Neubauer. Neste seguimento, cada linha celular foi plaqueada numa densidade apropriada
(1.0x10* células/pogo), de acordo com os calculos efetuados, em placas de 96 pogos. Obtiveram-
se 6 diluigdes distintas da amostra (10 pL, 400 — 6,25 pg/mL) em cada pogo, juntamente com o
volume de células referido anteriormente, perfazendo-se o volume de cada poco com meio de
cultura. As microplacas foram seladas e guardadas na incubadora durante 24h até ao teste da SRB.
Ap06s tal periodo de incubagdo, adicionou-se a cada pogo acido tricloroacético frio (TCA, 10%:;
100 pL), incubando-se de seguida durante 60 min a 4 °C. As microplacas foram lavadas com agua
desionizada e secas. De seguida, adicionou-se solu¢ao de SRB (0,1% em 1% acido acético; 100

uL), ficando a placa a incubar durante 30 min a temperatura ambiente.

Posteriormente, lavou-se a placa com acido acético (1%) para remover o excesso de SRB
e deixou-se secar ao ar. A SRB foi solubilizada com 200 pL de Tris (10 mM; pH 7,4) num agitador
de microplacas (Stat Fax-2100). A absorvancia foi medida a 540 nm num leitor de microplacas
(Instrumentos Bio-Tek, ELX800, Inc; Winooski, EUA), utilizando-se a elipticina como controlo
positivo. Os resultados foram expressos em valores de Glso (concentracdo de amostra que inibe

50% de crescimento celular) em unidades de pg/mL.

es e L 2%
}3:0603, Xw

Figura 7. Ensaio de avaliacdo citotoxica em linhas celulares tumorais (Fonte: do autor).
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3.6.3. Avaliacdo da hepatoxicidade numa cultura celular primaria nio tumoral

Para o ensaio da avaliacdao da hepatotoxicidade foi utilizado figado de porco, obtido num
matadouro local, de forma a obter uma cultura celular ndo tumoral designada por PLP2 (cultura
primaria de células de figado de porco). O tecido de figado foi lavado com solugdo Hank’s
contendo 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina e dividido em explantes de
aproximadamente 1 mm?3. Alguns destes explantes foram colocados em frascos de 25 cm2
contendo meio DMEM suplementado com FBS (10%), aminoacidos ndo essenciais (2 mM),
penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL). Os frascos foram incubados a 37 °C com
atmosfera humidificada e 5% de CO,. O meio foi substituido a cada dois dias de incubagdo ¢ o

crescimento celular foi monitorizado por observacdo com um microscopio de contraste de fase.

Foram transferidos para microplacas de 96 pocos 190 pL da cultura celular com densidade
adequada (1,0x10* células/pogo), juntamente com 10 pL das diferentes dilui¢des do extrato,
mencionado na sec¢do 3.6.2. (400 a 6,25 ng/mL), incubando-se a 37 °C por 48 horas. Em seguida,
efetuou-se o ensaio SRB anteriormente descrito (sec¢do 3.6.2). A elipticina foi utilizada como
controlo positivo e os resultados foram expressos em Glso (concentragdo de amostra que inibe 50%

de crescimento celular em cultura de células PLP2) em unidades de pg/mL (Barros et al., 2013).

3.6.4. Avaliacio da atividade anti-inflamatoria
Para a avaliagdo da atividade anti-inflamatodria (Figura 8) foram usadas células macrofagas
RAW 264.7 de rato, de acordo com o procedimento de Jabeur et al. (2016). Foram feitas culturas
de células em meio DMEM, suplementado com 10% de soro bovino inativado por calor e L-

glutamina, a 37 °C com 5% de CO>, em ar humidificado.

As células com crescimento ativo foram soltas com um raspador de células, a densidade
experimental das células foi estabelecida a 5 x 10° células/mL e a propor¢do de células mortas foi
inferior a 1%, de acordo com o teste de exclusdo de Azul de Trypan. Seguidamente, as células
foram distribuidas numa placa de 96 pocgos (150000 células/pogo) e deixadas a aderir & microplaca

durante a noite.
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Posteriormente, as células foram tratadas com diferentes concentragdes do extrato do fruto
de S. melongena (fruto inteiro, polpa e epicarpo) durante 1 hora, seguido de estimulagcdes com
lipopolisacaridos (LPS) (1 pg/mL) ao longo de 18 horas. Foram preparados controlos sem a adigao

de LPS de forma a observar se estes induziam altera¢des nos niveis basais de 6xido nitrico (NO).

A presenca de oxido nitrico foi determinada utilizando um Kit de Reagentes Griess
(Promega) que contem sulfanilamida, hidrocloreto de N-(1-naftil) etilenodiamina (NED) e
solugdes nitradas. O sobrenadante das células (100 pL) foi transferido para a placa e misturado
com sulfanilamida e solugdo NED, 5 a 10 minutos cada, a temperatura ambiente. O 6xido nitrico
produzido foi determinado medindo a absorvancia a 540 nm (leitor de microplacas ELX800

Biotek) e comparado com a curva de calibragao (Jabeur et al., 2016).

Figura 8. Ensaio de avaliacdo da atividade inflamatoria (Fonte: Fernandes, 2018).

3.6.5. Avaliacdo da atividade antioxidante
3.6.5.1. TBARS
A peroxidacao lipidica pode ser determinada pelos produtos da oxidagdo que reagem com
o0 acido tiobarbiturico (TBA), dando origem a compostos rosa que sdo conhecidos como espécies
reativas ao acido tiobarbitrico (TBARS — “thiobarbituric acid reactive species”). Um dos produtos
comumente usados como biomarcador de peroxidacao lipidica ¢ o malodialdeido (MDA) que se
associa a0 TBA na presenga de ions H' para formar um cromogeno (MDA-TBA) de acordo com
a reacdo mostrada na Figura 9. Nesta metodologia (Figura 10), a oxidacao de uma preparagio

rica em lipidios ¢ induzida pela adicdo de um ido metélico (ferro ou cobre), e a extensdo da reagdo
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com o acido tiobarbiturico ¢ determinada pela capacidade dos antioxidantes presentes na amostra
em pararem o processo de oxidagdo, inibindo assim a formagdo do cromégeno (menos rosa)

(Gutteridge, 1995; Ng et al., 2000).

HS N OH S N OH HO. N SH
N /\/\ H N =
2 | + o7 X — » |
N A N N N N
Malondialdeido (MDA)
OH OH OH
Acido tiobarbiturico (TBA) MDA-TBA

Figura 9. Formagao do complexo MDA-TBA.

Figura 10. Ensaio de avaliagdo da atividade antioxidante (Fonte: José Pinela, CIMO).

Cérebros de porco, obtidos num matadouro local, foram dissecados e homogeneizados com
um Polytron em tampao Tris-HCI gelado (20 mM, pH 7,4), para produzir um homogenato de tecido
cerebral 1:2 (p/v) que foi centrifugado a 3000 g por 10 min. Uma aliquota (0,1 mL) do
sobrenadante foi incubada com as diferentes concentracdes da solugdo (0,2 mL) na presencga de
FeSO4 (10 uM; 0,1 mL) e acido ascorbico (0,1 mM; 0,1 mL) a 37 °C por 1 h. A reagdo foi
interrompida pela adicdo de 4cido tricloroacético (28% p/v, 0,5 mL), seguido por &cido
tiobarbittrico (TBA, 2%, p/v, 0,38 mL), e a mistura foi entdo aquecida a 80 °C por 20 minutos.
Ap6s centrifugagdo a 3000 g durante 10 minutos para remover a proteina precipitada, a intensidade
da cor do complexo MDA-TBA no sobrenadante foi medido pela sua absorbancia a 532 nm. A

taxa de inibicdo (%) foi calculada usando a Equacéo 3.

o (A-B)
Taxa de inibicdo (%) = — x 100
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Equacio 3. Equacdo da determinagdo da taxa de inibi¢do em ensaio TBARS.

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

3.6.5.2. OxHLIA

Para a realizacdo deste método, foi recolhido sangue de ovelha. A amostra de sangue foi
centrifugada (Multifuge X 1R, Thermo Fisher Scientific; 2900 rpm, 5 min, 10 ° C) e o sobrenadante
foi descartado para recuperar apenas os eritrocitos. Estes foram submetidos a uma primeira
lavagem com NaCl (150 mM) seguido por trés lavagens com tampao fosfato-salino (PBS; pH 7,4),
com centrifugacdo e remog¢ao do sobrenadante em cada lavagem (Evans et al., 2013). Uma solucao
de eritrdcitos a 2,8% foi preparada (v/v), ressuspendendo em PBS. Em microplacas de 48 pogos
foi adicionado 200uL da solugdo eritrocitaria a 400 uL. de PBS (controle), de dgua (hemdlise
completa) ou extrato das diferentes amostras de beringela dissolvido em PBS (20 a 0,625 mg/mL).
As microplacas foram pré-incubadas com agitagdo (37 °C, 10 min) para mais uma adi¢ao de 200
ul de di-hidrocloreto de 2,2'-azobis (2-amidinopropan) (AAPH; 160 mM). Apos a medi¢dao da
densidade Optica em 690 nm, as microplacas foram novamente incubadas sob as mesmas
condi¢des, com medi¢cdes a cada 10 minutos (Takebayashi et al., 2012). A percentagem da
populacdo de eritrdcitos que permaneceu intacta (PE) foi calculada com a Equacéo 4. A Figura
11 mostra algumas etapas do procedimento experimental.

St - CHO

o) — (7Y

)xlOO

Equacio 4. Percentagem da populagdo de eritrocitos (PE) no ensaio OXHLIA.
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Figura 11. Ensaio experimental OxHLIA (Fonte: Jos¢ Pinela, CIMO).

Onde S; e S correspondem a densidade Optica da amostra em t e 0 min, respetivamente, €
CHo ¢ a densidade optica da hemolise completa em 0 min. Os resultados foram expressos como

tempo de atraso da hemolise (At), calculado com a Equacéo 5.

At(min) = H;so(amostra) — Heso(controlo)

Equacgéo 5. Tempo de atraso da hemolise.

Onde Hiso € o tempo correspondente a 50% de hemdlise (min) obtido graficamente a partir
da curva de hemolise para cada concentragdo de amostra antioxidante. Posteriormente, correlagdes
lineares foram estabelecidas entre os valores de At ¢ as diferentes concentragdes da amostra
(Lockowandt et al., 2019). Destes, a concentragdo capaz de retardar a hemolise foi calculada em

60 min (ECso (60 min), mg/mL) e 120 min (ECso (120 min), mg/mL).

3.7. Otimizacio do processo de extracio para obtencio de um corante natural a base

de antocianinas, a partir do epicarpo dos frutos de Solanum melongena L.
O processo industrial de obtencao de extratos naturais com potencial corante ¢ amplamente
utilizado e consiste, principalmente, na aplica¢do da técnica de maceragdo recorrendo a misturas

de solventes com 4gua, seguido de outras etapas. No entanto, este processo convencional que tem
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sido usado em grande escala, apresenta algumas desvantagens, tais como: altos gastos de energia

e longos tempos de extragdo (Wang et al., 2016; Zhu et al., 2016).

Como técnica alternativa, surge a extracao assistida por ultrassons adequando-se, de forma
mais eficaz, a extracdo de compostos fitoquimicos. Esta técnica consiste na quebra das paredes
celulares da matriz causada pelos efeitos da cavitagdo, produzindo um aumento da area de contacto
entre o so6lido e o solvente. Tendo em conta as técnicas convencionais, a extragdo assistida por
ultras-sons destaca-se por possuir inumeras vantagens, nomeadamente, o facto de ser
energeticamente menos exigente, ter menor consumo de solvente e, em geral, produzir extratos

com rendimentos de pureza mais altos (Lopez, 2017).

Assim, para a realizacdo da otimizacdo da extracdo dos compostos antocianicos, a partir
do epicarpo da beringela, foi utilizada a extragdo assistida por ultrassons e desenvolvido um
desenho experimental chamado desenho composto central circunscrito (DCCC), aplicando-se a
metodologia de superficie de resposta (RSM), a fim de simplificar e reduzir os custos operacionais
do processo, diminuir os tempos do processo de extragdo e, reduzir a energia despendida bem

como o consumo de solvente (Zhu et al., 2016; Roriz et al., 2017).

Contudo, para a obtencdo de um extrato rico em antocianinas, foi essencial considerar
varios fatores que afetam a sua estabilidade, entre os quais, pH, temperatura, luminosidade, niveis
de oxigénio presentes, e solventes utilizados na extracdo, além dos intimeros fatores que geram
discrepancias entre matrizes naturais (Montesano et al., 2008; Rodriguez-Amaya, 2016). Neste
contexto, para se alcancar uma méxima eficiéncia de extragdo, ¢ imprescindivel proceder a uma

avaliagdo das condicdes Otimas para cada varidvel envolvida (Jiménez et al., 2018).

Recorrendo a metodologia RSM ¢ possivel otimizar vérios fatores (tempo, percentagem de
solvente e poténcia aplicada) de forma simultdnea, obtendo-se modelos graficos e equagdes
polinomiais que permitem descrever as condigdes ideais que maximizam os critérios de resposta

(Roriz et al., 2017).

3.7.1. Desenho experimental e procedimento de extrac¢ao assistida por ultrassons
Foram realizados ensaios baseados na analise individual das variaveis e foram selecionadas

aquelas que causaram efeitos significativos juntamente com os intervalos relevantes (Tabela 5).
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Os efeitos das trés varidveis definidas foram estudados utilizando um desenho composto central
circunscrito (DCCC), associado a cinco niveis (Heleno et al., 2016), o qual gerou 20 combinagdes

de respostas, realizadas com o intuito de obter uma maior capacidade preditiva do modelo.

O procedimento de extra¢do (Figura 12) foi realizado como descrito anteriormente por
Lopez (2017), através de um equipamento de ultrassons (sonicadores QSonica, modelo CL-334,
Newtown, Connecticut, EE.UU). As amostras foram extraidas com 25 mL de solvente (acidificado
com acido citrico a 0,05%). Neste caso as varidveis e seus intervalos foram: tempo (t ou X; 0.5 a
5.5 min), o solvente de extragdo etanol/agua (X2 8% a 92%), e a razdo solido liquido (X3 5 a 65

g/L), enquanto a temperatura foi controlada pelo equipamento para permanecer abaixo de 30 °C.

Tabela 5. Delineamento experimental e codificagdo das variaveis independentes usadas no desenho fatorial DCCC
com 5 niveis.

Extragdo Tempo (min) Solvente (%) Razdo (g/L)

1 -1 -1 -1
2 -1 -1 1
3 -1 1 -1
4 -1 1 1
5 1 -1 -1
6 1 -1 1
7 1 1 -1
8 1 1 1
9 1,68 0 0
10 -1,68 0 0
11 0 -1,68 0
12 0 1,68 0
13 0 0 -1,68
14 0 0 1,68
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0
18 0 0 0
19 0 0 0
20 0 0 0
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Figura 12. Procedimento experimental da extragdo assistida por ultrassons (Fonte: do autor).

3.7.2. Preparacio dos extratos obtidos pela extracio assistida por ultrassons

Ap6s o procedimento de cada extracdo acima referida, as amostras foram centrifugadas
(5000 rpm; durante 20 min a 10 °C) e, para remog¢ao dos solidos em suspensao, foram filtradas
através de papel de filtro (Whatman n° 4). O sobrenadante foi recolhido e dividido em duas fragdes:
uma para analise em HPLC-DAD e a segunda para determinagdo do rendimento da extracdo. A
fragdo separada para andlise em HPLC (2 mL) foi filtrada através de filtro de seringa LC (0,22
um) e, de seguida injetada; a segunda fragdo, utilizada para determinacdo do rendimento de
extracdo (5 mL) foi submetida a secagem com uma temperatura de 105 °C durante 48 horas, para

posterior pesagem do extrato so6lido.

3.7.3. Identificacio e quantificacido dos compostos antociinicos por HPLC-DAD
Os extratos obtidos no processo anterior foram analisados utilizando um sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, Dionex UltiMate 3000 UPLC, Thermo Scientific),

tal como descrito na sec¢do 3.5.5.1.

A antocianina presente na amostra foi caracterizada de acordo com os seu espectro UV-
Vis e massa e tempo de retencdo em comparacdo com a identificagdo obtida na sec¢do 3.5.5.2. A
analise quantitativa do composto antocianico foi obtida através de curva de calibracdo com a
injecdo de um padrdo de concentragdes conhecidas (200-0,25 pg/mL) do composto cianidina-3-

O-glucésido (y = 97787x - 743469; R? = 0,9993).
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3.7.4. Formato de resposta utilizada para processos analiticos
O rendimento (%) e o teor do composto antocianico detetado na sec¢do 3.7.3. (A) foram
utilizados como respostas. A expressao dos resultados recaiu sobre dois formatos de resposta (Y):
Y;: mg de antocianinas por grama de amostra seca (mg/g ms); Y2: mg de antocininas por grama de
residuo extraido (mg/g ext), que foi usado para avaliar a pureza das antocianinas nos extratos e Y3:

quantidade de residuo extraido expresso em Rendimento (%).

3.7.5. Analise do modelo matematico e avaliacio estatistica
3.7.5.1. Modelo matematico
Os dados de RSM foram ajustados através do célculo dos minimos quadrados, usando a

equacao polinomial de segunda ordem com termos de interagdo complexos (Equacio 6):

n n-1 n n
i=1 i_=1_ j=2 i=1
j>i

Equacéo 6. Equacdo polinomial de segunda ordem usada no modelo matematico.

Para a qual:

Y - variavel dependente (varidvel de resposta) a ser modelada,

Xi e Xj - variaveis independentes,

bo - coeficiente constante,

bi - coeficiente que descreve o efeito linear individual de cada variavel,

bjj - coeficiente responsavel por descrever os mecanismos interativos lineares entre 2 variaveis,
bii - coeficiente responsavel pelo efeito quadratico de cada variavel,

n - nimero total de variaveis.

Como respostas (Y) foram aplicados o rendimento de extracao (Rendimento, %) e o teor

(mg A/g E) da antocianina detetada (A).

3.7.5.2. Procedimento para otimiza¢io das variaveis
Com o objetivo de otimizar o modelo de previsdo e, consequentemente, maximizar o

rendimento da extracdo, recorreu-se a um método simplex, o qual permite resolver problemas nao
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lineares (Vieira et al., 2017). Para evitar variaveis com condi¢des fisicas ndo naturais e irrealistas,

foram impostas algumas limita¢des as variaveis codificadas (nomeadamente t > 0; 0>S>100).

3.7.5.3. Métodos numéricos, analise estatistica e ilustracdes graficas
Os procedimentos de ajuste, as estimativas de coeficientes e os calculos estatisticos dos
resultados experimentais foram realizados de acordo com um procedimento anteriormente descrito

por Prieto & Vazquez (2014). De uma forma breve:

a) para a determinagao dos coeficientes, recorreu-se ao algoritmo ndo linear quasi-Newton
(minimos quadrados), através da Statgraphics Centurion XVI (StatPoint Technologies, Inc.
Warrenton, VA, USA) e Design expert 12.0.1. (Stat-Ease, Inc. Minneapolis, MN, USA) software,

para minimizar as diferengas entre os valores obtidos e os valores previstos pelo modelo;

b) a significancia dos coeficientes foi avaliada através da ANOVA realizado no Design

expert 12.0.1, com o intuito de determinar os seus intervalos (a = 0,05);

c) a consisténcia do modelo foi comprovada através de vérios critérios estatisticos
aplicados: 1) o F-teste de Fisher (a = 0,05) foi utilizado para avaliar o ajuste do modelo aos dados
observados; i1) Durbin-Watson (a = 0,05) foi utilizado; iii) o R? foi interpretado como a propor¢ao

de dados explicados pelo modelo.

3.8. Preparacio do extrato 6timo rico em antocianinas a partir do epicarpo do fruto

de Solanum melongena L.
Ap0s a realizagdo dos estudos de otimizagdo relativamente ao processo de extragdo, para a
obten¢do de um extrato rico em antocianinas, foi realizada uma extragdo assistida por ultrassons,
a partir do epicarpo dos frutos de S. melongena, aplicando os valores 6timos, das variaveis

utilizadas, obtidos na sec¢do 3.7.1.

A amostra foi colocada juntamente com solvente etanol/agua (55:45; v/v) acidificado com
0,05% de 4cido citrico (até obtencao de pH = 3), num frasco de vidro com tampa, na proporgao de
5 g/L. A extracdo seguiu condicdes estabelecidas de tempo (5,5 minutos). Apos o procedimento
descrito, as amostras foram centrifugadas (Centurion K240R, West Sussex, Reino Unido) a 5000

rpm, durante 5 min a 10 °C e filtradas através de papel filtro (Whatman n° 4). O sobrenadante foi
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evaporado num evaporador rotativo a 35 °C (Biichi R-210, Flawil, Suica) de forma a remover a
fragdo etandlica. Por fim, a fragdo aquosa obtida foi liofilizada (FreeZone 4.5, Labconco) obtendo-

se um extrato pigmentado.

3.9. Analise estatistica

Os ensaios descritos foram realizados em triplicado e os resultados foram expressos como
média £ desvio padrao (SD). Os dados para a avaliagdo fruto de S. melongena no que concerne
aos parametros da cor, pardmetros nutricionais, composi¢do quimica, potencial bioativo e
otimizag¢do da extrac¢do de antocianinas, foram analisados através da aplicacao de diferentes testes
estatisticos. O teste #-student, foi aplicado com o intuito de determinar as diferencas significativas
entre 2 tipos de amostras distintas de beringela (fruto inteiro e polpa); de outro modo, a andlise
estatistica para a avaliacdo dos resultados dos 3 tipos distintos de beringela (epicarpo, fruto inteiro
e polpa), foi realizada através da aplicagdo de uma analise de variancia one way (ANOVA), com

p-value = 0,05 (SPSS v. 23.0; IBM Corp., Armonk, Nova lorque, EUA).

O tratamento estatistico para os ensaios descritos de otimiza¢do do processo de extragdo
para obten¢do de um extrato rico em antocianinas, foram analisados através de uma ANOVA

usando o software Design-Expert 12.0.1 e Statgraphics.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Avaliacao da cor do epicarpo, polpa e fruto inteiro de S. melongena

A cor representa um dos parametros mais importantes na escolha dos alimentos por parte
dos consumidores. Para além disso, a colora¢do de um alimento ¢ um indicador da presenca de
varios compostos de interesse, sendo no caso particular do epicarpo da beringela, a presenca de
antocianinas. A analise cromatica no espaco de cor CIE L* a* b* foi realizada no epicarpo fresco

e liofilizado de beringela e os resultados estdo presentes na Tabela 6.

A escala de luminosidade representada pelo pardmetro L* varia entre 0 e 100, e os
parametros a* (verde ao vermelho) e b* (azul ao amarelo) variam entre -120 e 120 (Xu et al.,,
2016). Na avaliagdo da cor do epicarpo fresco para os parametros L* a* e b* foram obtidos
valores médios de: 26,2 + 0,5; 5,1 £0,2 e 1,5 + 0,1, respetivamente. Por outro lado, no epicarpo
de beringela liofilizado o parametro L* evidenciou um valor de 33,77 + 1,84, e os valores nos
parametros a* e b* foram de 2,75+ 0,13 € -0,17 £ 0,01, respetivamente. Os respetivos valores CIE
foram convertidos em valores RGB através de um programa
(<http://www.easyrgb.com/en/convert.php>), onde se pode visualizar as diferentes tonalidades do

epicarpo.

Tabela 6. Pardmetros fisicos (cor - CIE L* a* b*) do epicarpo do fruto de Solanum melongena L. fresco e
liofilizado (média = DP).

Parametros de

o~ . Epicarpo
avaliacdo da cor  Epicarpo fresco liofilizado p-value
L* 26,2+0,5 33,77+ 1,84 <0,01
a* 5,1+£0,2 2,75+0,13 <0,01
b* 1,5+0,1 -0,17 £ 0,01 <0,01

Cor do picaro

L*- luminosidade; a* eixo cromatico de verde (-) a vermelho (+); b*, eixo cromatico de azul (-) a amarelo (+). As
diferencas estatisticas das médias foram obtidas através do teste de 7-student.

Através da andlise estatistica dos resultados verificou-se que o processo de desidratacao
(por liofilizagdo) do epicarpo da beringela teve influéncia significativa (p < 0,05) em todos os
parametros de cor avaliados. O parametro L* possui valores inferiores no epicarpo fresco,

indicando uma tonalidade mais clara, quando comparado com a amostra liofilizada.
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Contrariamente, o parametro a* apresentou valores mais elevados no epicarpo fresco, mostrando
uma coloragdo mais proxima da tonalidade vermelha. O mesmo decréscimo, apos liofilizagado, foi
verificado no parametro b*, que revelou que o epicarpo liofilizado apresenta uma tonalidade mais

aproximada da cor azul.

De acordo com vdrios resultados disponiveis na literatura, ¢ possivel constatar que os
distintos processos de desidratacdo aplicados podem modificar as propriedades fisico-quimicas

dos frutos (Russo et al., 2013).

No presente estudo, foi evidente que o processo de liofilizacao levou a diminui¢ao da cor
purpura do epicarpo. Este comportamento pode estar associado a degradacdo de antocianinas
presentes na amostra, verificado, principalmente, pela diminuicdo do valor apresentado no
parametro a* (Jiang et al., 2018). Outros autores, que também estudaram este processo, (Lao e
Giusti, 2017; Weber et al., 2017; Nemzer et al., 2018) demonstraram que a altera¢do da cor apods

processos de desidratagdo estd associada a degradagdo dos pigmentos antocianicos.

Neste sentido, o processo de desidratacdo aplicado deve ser adequado, de forma a preservar
ao maximo as caracteristicas fisico-quimicas originais das amostras. Uma das metodologias que

demonstra menor degradagdo associada € o processo de liofilizagao (Lima-Corréa et al., 2017).

Badulescu et al. (2019) estudaram o efeito da desidratacdo por liofilizacdo e secagem por
calor no teor em antocianinas, em framboesas. Os resultados mostraram que o processo de
liofilizacdo foi mais eficiente em preservar os compostos antocidnicos da amostra, devido a

auséncia de temperatura no processo, o que contribui para evitar a deterioragao.

Também Nemzer et al. (2018), realizaram um estudo onde foram comparados os efeitos de
diferentes métodos de desidratagdo (secagem por calor, liofilizacdo e secagem por janela de
refractidncia) nas cores de frutos de mirtilo, cereja, morango e arando. Os autores usaram como
controlo o método de congelamento rapido indivualizado (IQF: individually quick frozen) e
observaram que a metodologia de secagem por liofilizagdo e secagem por janela de refractancia
(RWD: refractance window drying), foram as técnicas onde se verificaram menos alteragdes na
coloracdo das amostras, possivelmente por provocarem menor destruicdo de antocianinas. Foi
também evidente que a secagem por ar quente resultou em maior varia¢ao na cor, devido a varios
fatores, nomeadamente a oxidagdo do pigmento por elevada exposi¢ao a oxigénio e decomposi¢ao

do pigmento devido a aplicacdo de altas temperaturas no processo.

44



Utilizacao do fruto de Solanum melongena L. como fonte de nutrientes e compostos bioativos e corantes

4.2. Caracterizacao nutricional do fruto da beringela (inteiro e polpa)
Os resultados obtidos na caracterizacao nutricional do fruto inteiro e da polpa de Solanum

melongena L. estdo presentes na Tabela 7.

O teor de humidade apresentou valores de 91,3 + 0,3 g/100g mf para as amostras do fruto
inteiro e 92,7 + 0,2 g/100g mf para as amostras da polpa, indicando uma elevada percentagem de
agua na sua composi¢do. Por outro lado, foram evidentes teores consideravelmente mais baixos
nos restantes nutrientes € nao nutrientes avaliados nestas amostas. Na avaliacao do teor em hidratos
de carbono obtiveram-se valores de 7,2 + 0,2 g/100 g mf para o fruto inteiro ¢ 6,0 £ 0,1 g/100 g
mf para a polpa; no teor em gordura foram obtidas concentra¢cdes mais baixas, oscilando entre
0,050 + 0,002 g/100 g mf (fruto inteiro) e 0,040 + 0,001 g/100 g mf (polpa); a concentracdo em
proteinas foi de 0,86 + 0,02 g/100 g mf (fruto inteiro) e 0,78 + 0,03 g/100 g mf (polpa) e, por fim,
o teor em cinzas foi de 0,56 + 0,01 g/100 g mf e 0,56 + 0,02 g/100 g mf para o fruto inteiro e para
a polpa, respectivamente. O valor energético revelou concentragdes satisfatdrias, com
concentragdes de 32,6 £ 1,1 kcal/100g mf no fruto inteiro e 27,5 £ 0,6 kcal/100g mf polpa. Os
valores obtidos no presente estudo explicam o elevado interesse no consumo deste alimento,

nomeadamente, em dietas com restri¢ao caldrica.

Através da andlise estatistica, foi evidente a auséncia de variacdo significativa (p>0,05) na
maioria dos parametros testados (humidade, cinzas, proteinas, hidratos de carbono e energia), com
excecdo do teor em gordura que apresentou uma oscilacdo significativa (p<0,05), sendo mais

elevado nas amostras de beringela inteira.

Tabela 7. Parametros nutricionais do fruto de Solanum melongena L. (média + DP).

Valor nutricional Fruto inteiro Polpa p-value
Humidade (g/100 g mf) 91,35+ 0,03 92,73 £0,02 0,944
Cinzas (g/100 g mf) 0,56 +£0,01 0,56 +£0,02 0,862
Proteinas (g/100 g mf) 0,86 £ 0,02 0,78 £ 0,03 0,729
Gordura (g/100 g mf) 0,049 + 0,002 0,040 + 0,001 <0,01
Hidratos de carbono (g/100 g mf) 7,2+0,2 5,9+0,2 0,893
Energia (kcal/100 g mf) 32,6 +1,1 27,5+0,6 0,869
Energia (Kj/100 g mf) 136,64 + 4,490 115,09 £ 2,350 0,869

mf - massa fresca.As diferencas estatisticas das médias foram obtidas através do teste de z-student.
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Relativamente aos dados disponiveis na literatura, os valores nutricionais do fruto inteiro
da beringela apresentados no relatério 11209, divulgado pelo United States Department of
Agriculture, revelaram concentragcdes aproximadas comparativamente com o presente estudo,
nomeadamente, no teor de humidade (92,3 g/100g mf), no teor em cinzas (0,66g/ 100g mf) e no
teor em proteinas (0,98g/100g mf). Contudo, os restantes macronutrientes apresentaram valores
discordantes, como ¢ o caso do teor em gordura e hidratos de carbono com valores de 0,18 g/ 100g
mf e 5,88 g/100g mf, respetivamente; enquanto a quantidade de energia apresentada pelo USDA
foi de 25 kcal/100g mf.

Kandoliya et al. (2015) estudaram a composicdo de seis variedades de beringela e
verificaram que o teor de humidade obtido na polpa foi de 91,1 a 93 + 0,6 %, enquanto o teor de
proteinas foi de 0,66 a 1,28 + 0,05 %, estando estas concentracdes em concordancia com os valores

obtidos no presente estudo.

De outro modo, Agoreyo et al. (2012) avaliaram nutricionalmente duas variedades de
Solanum melongena (redonda e oval) ndo amadurecidas. Os resultados obtidos revelaram teores
de humidade de 78,4 = 0,49 % e 72,93 + 0,76 %, teores de proteina de 5,79 + 0,22 g/ 100g ms e
4,58 + 0,40 g/100 g ms, teores de cinzas de 1,96 £ 0,12 g/ 100g ms e 3,15 + 1,54 g/ 100g ms e, por
fim, uma concentragdo de hidratos de carbono de 11,77 + 1,55 g/ 100g ms e 15,42 + 0,69 g/ 100g
ms. Esta disparidade de resultados comparativamente com o presente estudo, pode estar
relacionada com varios factores, particularmente: localizacdo geografica de producdo, condicdes
de cultivo, condi¢des climatéricas, condi¢des de colheita, estado de maturacdo da matéria prima,

entre outros (Raigon et al., 2008).

Ossamulu et al. (2014) também compararam nutricionalmente quatro espécies de frutos de
S. melongena, nomeadamente Solanum marcrocarpon (redonda), Solanum aetheopicum, Solanum
Marcrocapon (oval) e Solanum gilo. Os resultados evidenciaram a semelhanca de valores em
alguns parametros obtidos no presente estudo na variedade S. melongena, entre eles o teor em
humidade (88,31 £ 0,23% a 91,94 + 0,11%), cinzas (0,41 £ 0,01 g/100g mf a 0,56 = 0,02 g/100g
mf) e valor energético (34,02 £ 0,95 kcal/100g mf'a 22,90 + 0,46 kcal/ 100g mf). No entanto foram
notorias algumas discrepancias na concentracao em proteinas (1,21 + 0,02 g/100g mf'a 2,36 £ 0,03
g/100g mf), gordura (0,24 £ 0,01 g/100g mf a 0,42 + 0,02 g/100g mf) e hidratos de carbono (4,06
+ 0,19 g/100g mf a 6,03 + 0,19 g/100g mf).
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4.3. Composicao quimica do fruto da Solanum melongena L.

4.3.1. Perfil em acuicares, acidos organicos, tocoferdis e acidos gordos
A composi¢ao quimica do fruto inteiro e polpa da Solanum melongena L. foi avaliada e os
resultados dos compostos hidrofilicos (agucares livres e acidos organicos) e lipofilicos (4cidos

gordos e tocoferdis) estdo representados nas Tabelas 8 ¢ 9, respetivamente.

Tendo em conta a composi¢do em acgucares livres (Tabela 8) as amostras estudadas
(beringela inteira e polpa) revelaram a presenga de dois monossacaridos (frutose e glucose) e dois
dissacaridos (sacarose e trealose). Em ambas as amostras, os monossacaridos foram encontrados
em quantidades superiores, apresentando concentracdes de frutose de 1,26g/100g mf na amostra
do fruto inteiro e da polpa; e concentracdes de glucose de 1,25 £ 0,03 e 1,29 + 0,01 g/100g mf no
fruto inteiro e polpa, respetivamente. Relativamente a concentragdo em sacarose foram detetados
valores inferiores, oscilando entre 0,43 £ 0,02 (fruto inteiro) e 0,260 + 0,004 (polpa), assim como

aconteceu com a concentracao de trealose (fruto inteiro: 0,100 £ 0,001; polpa: 0,080+ 0,003 g/100
mf).

O fruto inteiro apresentou valores de agucares livres totais de 3,0 + 0,1 g/100g mf e a polpa

valores de 2,89 + 0,01 g/100g mf.

Tendo em conta a andlise estatistica dos dados foi notdrio que o fruto inteiro e a polpa nao
evidenciaram variacdes significativas na concentra¢do de frutose (p=0,093) e trealose (p=0,201),
contrariamente ao que aconteceu nas moléculas de glucose, sacarose e teor total de agticares, onde
foram evidentes alteracdes significativas (p<0,05), salientando-se o fruto inteiro com valores

superiores, tal como era expectavel.

Outros autores (Ayas et al., 2015) também estudaram o perfil individual de agticares na
polpa de sete cultivares de beringela (Aydin Siyahi, Pala 49, Siiper pala, Kemer 27, Kadife Kemer,
Topan e Kadife). Os resultados evidenciaram a presenca de frutose (1,242 £ 0,028 g/100g mf a
1,379 £ 0,051 g/100g mf), glucose (1,275 + 0,015 g/100g mfa 1,327 £ 0,047 g/100g mf) e sacarose
(0,109 £ 0,036 g/100g mf a 0,494 + 0,048 g/100g mf), em concentracdes proximas as do presente

estudo.

A composicao em 4cidos organicos (Tabela 8) foi também avaliada e revelou, em ambas
as amostras, a presenga de varias moléculas de interesse, particularmente, dos acidos oxalico,

quinico e malico.
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Em geral, foi evidente que o fruto inteiro e a polpa demostraram a presenca das mesmas
moléculas, com excepcdo do acido fumarico que, apenas foi detetado no fruto inteiro, contudo em
quantidades vestigiais. As amostras de fruto inteiro revelaram uma quantidade superior de acidos
oxalico (0,381 + 0,05 g/100g mf), quinico (0,13 + 0,02 g/100g mf), malico (0,349 + 0,004 g/100g
mf) e concentracdo total de acidos orgénicos (0,86 + 0,03 mg/100g mf), comparativamente com
as amostras de polpa, onde se obtiveram valores de acido oxalico, quinico, mélico e concentragao

total de de 4cidos organicos de 0,38 £0,01; 0,108 £0,002; 0,33 £0,02 ¢ 0,82 + 0,2, respetivamente.

Em ambas as amostras o dcido oxalico destacou-se como o acido organico maioritario. De
acordo com Kayashima & Katayama (2002), esta molécula estd presente em diversas plantas e
caracteriza-se pela sua acdo antioxidante e pela sua capacidade na preservacdo de materiais
oxidados. Para além disso foi comprovado o seu potencial na indug@o de resisténcia contra agentes
patdgenos (Wang et al., 2009) e, a aptiddo para exercer diferentes fungdes nas plantas e fungos,
incluindo protecdo contra insetos. A sua utilizacdo abrange diveras areas, sendo amplamente
utilizado no setor alimentar como conservante de frutos e vegetais, com o intuito de extender o

tempo de vida ttil (Barberis et al, 2019).

Para além desta molécula, também o dcido malico aparece em concentragdes similares.
Esta molécula destaca-se pela sua capacidade terapéutica, nomeadamente no auxilio da
recuperacao muscular (sendo utilizado no tratamento de fibromialgia), combate a fadiga e aumento
da energia (ao atuar no ciclo de Krebs). Para além disso ¢, também, comumente utilizado pela
industria alimentar como acidulante, aromatizante e estabilizante, e pela industria farmacéutica na

higienizacdo e regeneracdo de feridas e queimaduras (Cheng et al., 2017).

O 4cido quinico, embora presente em menor concentragdo, também se caracteriza pelas
suas propriedades terapeuticas, nomeadamente pela atividade radiopotetora, antioxidante e anti-

inflamatoria (Jang et al., 2017).

Relativamente a avaliagdo estatistica dos resultados, foram visiveis variagdes significativas

em todas as moléculas detectadas (p<0,05), com excep¢ao do acido oxalico (p=0,966).

Outros estudos tém sido realizados para a valorizagdo deste alimento, avaliando a

composi¢do em compostos de interesse.
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Ayas et al. (2015) estudaram sete variedades de fruto de beringela (Aydin Siyahi, Pala 49,
Stiper pala, Kemer 27, Kadife Kemer, Topan e Kadife) e, para além do acido malico (129,87 +
6,78 mg/100g mfa 181,06 + 19,46 mg/100g mf), também identificaram a presenca de outros acidos
orgéanicos que nao foram detectados no presente estudo, nomeadamente os acidos ascorbico (7,69
+ 1,21 mg/ 100g mf a 11,74 = 1,33 mg/100g mf) e citrico (18,98 + 0,80 mg/100g mf a 21,63 +
0,35 mg/100g mf).

Tal como aconteceu com outras moléculas, a discrepéncia de resultados obtidos na
deteccdo de acidos organicos pode ser explicada devido a diferencas de variedades dos frutos, nas
diferentes condicdes de cultivo, e na area geografica onde sdo produzidas as variedades de S.

melongena.

Tabela 8. Composi¢do em agticares e acidos organicos do fruto de Solanum melongena L. (média + DP).

Teor em acucares (g/100 g mf)

Fruto inteiro Polpa p-value

Frutose 1,26 £ 0,01 1,26 £ 0,1 0,093
Glucose 1,29 + 0,03 1,25 +£0,01 <0,01
Sacarose 0,43 £ 0,02 0,260 + 0,004 <0,01
Trealose 0,100 0,001 0,080 = 0,003 0,201
Total 3,0+0,1 2,89 £0,01 <0,01
Teor em acidos orgénicos (g/100 g mf)

Oxalico 0,381 + 0,005 0,38 £0,01 0,966
Quinico 0,13 +0,02 0,108 + 0,002 <0,01
Malico 0,349 £ 0,004 0,33 £0,02 <0,01
Fumarico tr nd -
Total 0,86 £ 0,03 0,82 +£0,2 <0,01

mf: massa fresca; tr: valor vestigial; nd: ndo detetado. As diferencas estatisticas das médias foram
obtidas através do teste de #-student.

Na avalia¢do da composicdo em acidos gordos (Tabela 9) foi evidente a presenca de 17
moléculas, destacando-se o 4cido palmitico (C16:0) como o acido gordo maioritario, apresentando
valores de 40,5 £ 0,9 % e 44,8 = 0,2 % nas amostras do fruto inteiro e de polpa, respetivamente.
Também o acido estearico (C18:0) apresentou concentragdes relevantes, com valores de 24,4 +

0,2 % (fruto inteiro) e 24,4 + 0,4 % (polpa).

Os acidos gordos saturados foram o principal grupo presente, com valores que oscilaram

entre 83,8 £ 0,6 % no fruto inteiro e 89,6 £ 0,3 % na polpa; seguido dos 4cidos gordos
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polinsaturados (PUFA: 11,8 = 0,4 % fruto inteiro e 4,89 + 0,04 % na polpa) e, por fim, dos 4cidos
gordos monoinsaturados com concentragdes de 4,5 + 0,2 % para o fruto inteiro e 5,5 = 0,3 % para
a polpa. No entanto ¢ importante salientar que embora este grupo se detaque com concentragdes
mais pronunciadas, sdo valores muito baixos incapazes de causar efeitos adversos na satide dos

consumidores (Karam et al., 2019).

Relativamente a avaliagdo estatistica dos dados obtidos, foi notéria uma variacao
significativa (p<0,05) nos compostos acido caproico (C6:0), acido caprilico (C8:0), acido caprico
(C10:0), 4cido hendecandico (C11:0), acido miristico (C:14), acido palmitico (C16:0), acido
margarico (C17:0), acido linoleico (C18:2n6¢), acido a-linoleico (C18:3n3) e 4cido lignocerico
(C21:0). Contrariamente ao que aconteceu nas moléculas de 4cido laurico (C12:0), acido
pentadecilico (C15:0), acido estedrico (C18:0), 4cido oleico (C18:1n9c¢), acido araquidico (C20:0),
acido behénico (C22:0) e 4cido tricosanoico (C23:0), onde as pequenas oscilagdes verificadas entre

ambas as amostras estudadas nio representaram significancia (p>0,05).

Outros autores também estudaram o perfil em acidos gordos das amostras de beringela.
Num estudo realizado por Hanifah et al. (2018), foram avaliados frutos de beringela de 21
variedades morfoldgicas (cor e formato) diferentes. Para a andlise, as amostras foram extraidas
com etanol 99,9% e a composi¢ao do extrato obtido foi determinada por cromatografia gasosa com
detetor de massa acoplado (GC-MS). Entre os acidos gordos detetados, estdo o acido linoleico,
acido palmitico, acido araquidico, acido estedrico, pentanal, cido eicosandico, 9-hexadecenoato
de etila, tetradecanoato de etila, dcido 3-butenodico, e 9-hexadecenoato de etila. Apesar do estudo
apresentar algumas moléculas de acidos gordos similares ao presente trabalho, a composicao ¢
maioritariamente diferente. Isto pode ser justificado, uma vez que se trata da avaliacdo de

diferentes variedades do fruto e/ou pela aplicacdo de outro método de extragdo.

Também Ayas et al. (2015) ao avaliar sete cultivares de beringela (Aydin Siyahi, Pala 49,
Stiper pala, Kemer 27, Kadife Kemer, Topan e Kadife), detetaram a presenca de seis moléculas de
acidos gordos (C16:0; C18:0; C18:1; C18:2; C18:3 e C20:0), assim como a composi¢cdo em SFA
de 31,44% a 36,92%, em MUFA de 3,04% a 11,71% e em PUFA de 53,66% a 62,71%,

apresentando, portanto, percentagens diferentes das obtidas no presente estudo.

O perfil em tocoferdis também foi avaliado (Tabela 9), no entanto ndo foi detetada

nenhuma isoforma deste vitdimero em nenhuma das amostras estudadas (fruto inteiro e polpa).
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A presenca deste vitdmero nos frutos de S. melongena ja foi descrita por outros autores.
Hanifah et al. (2018) avaliaram 21 variedades de beringela de diferentes cores e morfologias, € em
14 delas foram detetadas a-tocoferol. Esta discrepéncia de resultados pode ser explicada, além dos
motivos previamente citados para outros parametros, devido a degradagdo desta molécula no

momento do descasque da beringela.

Tabela 9. Composi¢do em acidos gordos do fruto de Solanum melongena L. (média = DP).

Acidos gordos (%)

Fruto inteiro Polpa p-value

C6:0 0,56 +0,01 0,59 +£0,02 <0,01
C8:0 0,67 £0,03 0,84 +£0,01 <0,01
C10:0 1,61 £0,04 2,165 £0,002 <0,01
C11:0 1,1+0,1 0,58 £0,03 <0,01
C12:0 1,25 +£0,03 1,12 £0,04 0,516
C14:0 2,63 £0,03 2,7+0,1 0,017
C15:0 0,56 £0,03 0,54 +£0,01 0,077
Cl16:0 40,5£0,9 44,8 +£0,2 <0,01
C17:0 1,103 £ 0,002 0,99 + 0,02 <0,01
C18:0 24,4 £0,2 24.4+0,4 0,443
C18:1n9¢ 45402 5,5+0,3 0,462
C18:2n6¢c 8,004 4,10 +£ 0,05 <0,01
C18:3n3 3,8£0,1 0,79 £0,01 <0,01
C20:0 4,6+0,2 5,2+0,1 0,153
C22:0 1,60 £0,04 1,69 £0,03 0,489
C23:0 0,91 £0,03 1,12 +0,02 0,213
C24:0 2,3£0,1 2,86+ 0,04 <0,01
SFA 83,8 £0,6 89,6 = 0,3 0,082
MUFA 4,5+0,2 55+0,3 0,462
PUFA 11,8 + 0,4 4,89 + 0,04 <0,01
Tocoferois (mg/100g mf)

a-tocoferol nd nd -
B-tocoferol nd nd -
y-tocoferol nd nd -
3-tocoferol nd nd -

Acido caproico (C6:0); Acido caprilico (C8:0); Acido caprico (C10:0); Acido hendecandico (C11:0); Acido
laurico (C12:0); Acido miristico (C14:0); Acido pentadecilico (C15:0); Acido palmitico (C16:0); Acido
margarico (C17:0); Acido estearico (C18:0); Acido oleico (C18:1n9c¢); Acido linoleico (C18:2n6c); Acido o-
linolénico (C18:3n3); Acido araquidico (C20:0); Acido behénico (C22:0); Acido tricosandico (C23:0); Acido
lignocérico (C24:0); nd: ndo detetado. As diferencas estatisticas das médias foram
obtidas através do teste de ¢-student.
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4.3.2. Perfil em compostos fendlicos nio antociiinicos e antocidnicos
O perfil detalhado dos compostos fendlicos presentes nas amostras de beringela (fruto
inteiro, polpa e epicarpo) estd representado na Tabela 10. A tentativa de identificacdo dos
compostos teve por base tempos de retencdo (Tr), comprimentos de onda de absor¢do maxima na
regido de UV-Vis (Amax), 130 pseudomolecular ([M-H]") e fragmentagdo do ido molecular (MS?),

sendo que, sempre que possivel foram comparados com padrdes disponiveis ou literatura.

No total foram identificados quatro compostos, dos quais trés ndo antocianicos € um
antocianico. Dentro dos compostos ndo antocidnicos (Figura 13A) foram identificados trés acidos
fenolicos, nomeadamente hexoxido de 4cido cafeico, acido protocatecuico e acido 5-O-
cafeoilquinico. No que diz respeito aos compostos antocianicos, foi identificado um derivado

glicosilado de delfinidina, apenas no epicarpo do fruto, tal como era expectavel.

Relativamente aos 4cidos fenodlicos identificados, o composto 1 ([M-H] a m/z 341) foi
identificado como hexosido de 4cido cafeico com base no seu espectro UV (Amax de 322) e a
produgdo do fragmento MS? a m/z 179 e 135, sendo detetado apenas no fruto inteiro e na polpa;
o composto 2 ([M-H] a m/z 153) foi identificado como hexésido de &cido protocatecuico com base
no seu espectro UV (Amax de 294) e a produgdo do fragmento MS? a m/z 108, sendo detectado
apenas no epicarpo da beringela e, por fim, o composto 3 ([M-H] a m/z 353) foi identificado como
acido 5-O-cafeoilquinico com base no seu espectro UV (Amax de 325) e a producdo do fragmento
MS? am/z 191, 179 e 135. Destacando-se, este tltimo, como o composto maioritario, assim como,
o0 Unico presente em todas as amostras estudadas, com valores que oscilaram entre 0,0159 +£0,0002;
0,0337 + 0,0004 e 0,96 + 0,01 mg/g de extrato para o fruto inteiro, polpa e epicarpo,
respetivamente. Os restantes compostos apresentaram concentragcdes mais baixas, nomadamente o
hexdsido de &cido cafeico com teores de 0,0025 + 0,0001 mg/g de extrato (fruto inteiro) e 0,0062
+ 0,0004 mg/g de extrato (polpa) e o acido protocatecuico com uma concentragio de 0,37 + 0,02

mg/g de extrato no epicarpo.

Estes acidos fenolicos detetados nestas amostras possuem propriedades de elevado interesse

terapéutico.

O 4cido cafeico ¢ um 4acido hidroxicinamico, encontrado em diversos frutos e vegetais,
caracterizando-se, principalmente, pelo seu potencial anti-inflamatorio e antioxidante, assim como

pela sua capacidade teraputica na prevencdo de doengas cardiovasculares, atividade
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hipoglicémica e anti-cancerigena (Park et al, 2006; Aratjo, 2014). Por outro lado, o acido
protocatecuico ¢ um dos principais compostos bioativos presente em algumas plantas medicinais,
e caracteriza-se pelo seu potencial cardioprotetor, neuroprotetor, antibacteriano, antidiabético,
antiviral, analgésico, quimioterapico, anti-inflamatério e antioxidante (Kakkar e Bais, 2014). O
acido 5-O-cafeoilquinico ¢ utilizado principalmente na industria farmacéutica, cosmética e
alimentar, e distingue-se por apresentar atividade antimicrobiana, antioxidante, antitumoral e

antihistaminica (Forino, 2015).

No epicarpo do fruto, para além de compostos fendlicos ndo antocianicos, foi também detado
um composto fendlico antocianico identificado como delfinidina-O-rutinosido (1°) ((M-H]" a m/z
611). Este composto foi identificado com base no seu espetro UV (Amax de 523) e a producdo do
fragmento MS? a m/z 303(100) (Figura 13B) e apresentou uma concentragdo de 18.4 + 0.7 mg/g

extrato.

As delfinidinas apresentam diversas propriedades bioativas, sendo o composto antocidnico
com maior efeito benéfico na prevencao de doengas cancerigenas, estando relacionadas com a
morte de células apoptdticas ou autofagicas em varios tipos de cancro. Para além disso, apresenta

acdo antioxidante e anti-inflamatdria (Song et al., 2016; Lee et al., 2018).

De acordo com o tratamento estatistico realizado, foi evidente a existéncia de diferengas
significativas (p<0.05) em todos os compostos, tendo o epicarpo maior concentragdo de todos os

compostos nele identificados.

Outros autores também estudaram o perfil idividual de compostos fendlicos das amostras
de beringela. Nind-Medina et al. (2017), apresenta um estudo de revisdo, onde relata que os acidos
fendlicos comumente presentes nos frutos de beringela sdo os 4cidos cafeico e ferulico, e seus

derivados.

Wu e Prior (2005) estudaram a composi¢do em antocianinas do fruto de beringela
liofilizado, aplicando uma extracdo metanol:dgua:acido acético (85:15:0,5 v/v) e a detecdo
realizada por HPLC. Os resultados obtidos permitiram a identificagdo de quatro derivados de
delfinidina nos frutos de beringela: delfinidina-3-rutinosideo, delfinidina-3-rutinosideo-5-

glucosideo, delfinidina-3-glucosideo, delfinidina-3-rutinosideo-5-galactdsido.
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Garcia-Salas et al., (2014) avaliaram trés cultivares de beringela (PSE: roxa listrada, LE:
longa e RE: arredondada), cultivadas na Espanha em duas esta¢des do ano diferentes (primavera e
verdo). Foi realizada uma extragdo solido-liquido do p6 do fruto liofilizado em solugdo
metanol:dgua:acido acético (80:20:0,5 v/v) e a detecdo dos compostos fenolicos foi feita através
de analise em HPLC. Os resultados mostraram a identificagdo de 25 compostos, sendo estes na
sua maioria derivados do 4cido cafeoilquinico. O composto antocianico detetado foi identificado
como delfinidina rutinosido. Estes autores avaliaram, também, o efeito da estagdao de cultivo na
composicdo dos frutos, e concluiu-se que as altas temperaturas do verdo afetaram negativamente
a composi¢do em compostos fenolicos nos frutos de beringela. Estes resultados obtidos
apresentaram maior concentracdo de compostos fenolicos comparativamente com as amostras
estudadas no presente estudo, o que pode ser justificado pela diferenga na regido de cultivo,

variedades dos frutos e/ou os solventes utilizados.

Salerno et al. (2014) avaliaram o teor em compostos fendlicos em amostras de fruto inteiro,
polpa e epicarpo da Solanum melongena L. cultivadas em Italia. Para tal foi utilizada uma extragao
assistida por microondas e compostos fendlicos foram detectados através de espectrofotometria.
Foram comparados os resultados com diferentes solventes de extragdo (agua, agua:etanol (50:50
v/v)) e com as amostras frescas e secas. Os resultados evidenciaram maior concentragao de
compostos fenolicos no epicarpo do fruto liofilizado, usando como solvente de extracdao

agua:etanol (cerca de 14,25 £ 0,06 mg EAG/1,5 g de extrato).

Ferarsa et al. (2018) avaliou a composi¢cdo em antocianinas no epicarpo de frutos de S.
melongena L. cultivadas em Franga. Para tal foram usados dois tipos de extra¢do (maceragdo e
ultrassons), havendo oscilagdo de varios parametros, tal como pH do meio (2, 7 e 12), % de
solvente etanol/agua (0:100, 50:50, 75:25 e 100:0 % v/v) e temperatura (25, 50, 75 e 100 °C). A
determinag@o dos compostos fendlicos foi realizada por HPLC. Os resultados indicaram que o uso
de 4gua acidificada (pH 2,0) apresentou maior poder de extracao dos compostos fendlicos, e que
o rendimento ¢ melhor ao utilizar os extratos hidroetanélicos (50 e 75%). Quanto a temperatura
durante a extra¢do, observou-se que o aumento deste parametro levou ao aumento no teor em
compostos fenodlicos detetados, sendo a temperatura 6tima a de 75 °C. Neste estudo, foram
identificadas cinco moléculas de antocianinas no epicarpo: delfinidina-3-rutinosideo, delfinidina-
3-rutinosideo-5-glucosideo, petunidina-3-rutinosideo, malvidina-3-rutinosideo-5-glucosideo e

cianidina-3-rutinosideo.
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Por fim, um estudo levado a cabo por Horincar et al. (2020) avaliou a composi¢do em
compostos fenolicos do extrato do epicarpo dos frutos de Solanum melongena L., através de
analise dos extratos em HPLC, visando sua aplicag@o no enriquecimento nutricional da cerveja. A
amostra liofilizada foi extraida com etanol 70% e os resultados obtidos mostraram a presenca de
cinco compostos antocidnicos: delfinidina-3-rutinosideo (82,39%), delfinidina-3-glucosideo
(11,36%), delfinidina-3-rutinosideo-5-glucosideo (2,37%) e cianidina-3-rutinosideo e petunidina-

3-rutinosideo.

A disparidade do perfil fendlico identificado no presente estudo, comparativamente com
os estudos anteriores, pode ser explicada por diversos fatores, nomeadamente diferentes condi¢des
de cultivo, condi¢des de armazenamento apds a colheita, clima, tipo de solo, estacdo do ano e
origem geografica (Garcia-Salas et al., 2014). Também as diferencas nos métodos de extracdo
utilizados e o tipo de solvente podem ser um fator influente. Para além disso, o teor em compostos
fenolicos pode também variar sob efeito de stresses como: poluicdo atmosférica, exposicdo a

temperaturas extremas, periodos de seca, alta intensidade de luz, entre outros (Bartwal et al., 2013).
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Tabela 10. Tempo de retencdo (Tr), comprimentos de onda de absor¢do maxima na regido de UV-Vis (Amax), tentativa de identificacdo e quantificagdo de

compostos fenolicos no extrato hidroetanélico da polpa, epicarpo e do fruto inteiro de Solanum melongena L. (média + DP).

Fragmento principal . Quantificacdo
Pico (Hfirn) (7:1“1‘11) [M-HJ ESI- MSn I;‘Kg::cgz (mg/g extrato)
[intensidade (%)] Fruto inteiro Polpa Epicarpo
1 4,85 322 341 179(100),135(14) Hex6sido de 4cido cafeico!  0,0025 +£0,0001°  0,0062 =0,0004*°  nd
2 5,33 294 153 108(100) Acido protocatecuico? nd nd 0,37+0,02
3 6,92 325 353 191(100),179(12),135(1)  Acido 5-O-cafeoilquinico®  0,0159 £0,0002¢  0,0337 +0,0004* 0,96 +0,01°
Acidos fenélicos totais  0,0184 = 0,0003>  0,00399 + 0,0008° 1,34 0,03
Fragmento principal .
Pico (rrl;irr1) (::SX [M-H]* ESI- MSn ;l;ieel:ltt?itil::cgf) Fruto inteiro Polpa Epicarpo
[intensidade (%)]
1’ 13,56 523 611 303(100) Delfinidina-O-rutindsido* nd nd 9,2+0,2

Compostos antocidnicos totais

nd: ndo detetado; Tr — tempo de retengdo. Curvas de calibragdo usadas: 1 - acido cafeico (y = 388345x +406369); 2 - 4cido protocatequico (y =214168x +27102);

3 - 4cido clorogénico (y = 168823x - 161172); 4 — cianidina-3-O-glucosido (y = 243287x + 1ef).

As diferencas estatisticas das médias foram

obtidas através de uma andlise de variancia one-way (ANOVA). Em cada linha, para cada tipo de extrato (fruto inteiro, polpa e epicarpo) letras diferentes significam

diferencas significativas entre as quantidades totais de compostos (p<0,05).
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Figura 13. Perfil de compostos fendlicos nio antocidnicos (A) e antocianicos (B) dos extratos
hidroetandlicos do fruto de S. melongena (fruto inteiro e epicarpo, respetivamente) registados a 280 nm
(1) e 520 nm (ii). A correspondéncia da numeragdo de picos ¢ apresentada na Tabela 10.
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4.4. Atividade antioxidante, antimicrobiana, citotoxica, hepatotdxica e anti-
inflamatoria do extrato hidroetanolico obtido a partir do epicarpo de S. melongena
pelo método convencional

Para avaliacdo da atividade antioxidante do extrato hidroetandlico das amostras
de S. melongena (fruto inteiro, polpa e epicarpo), foram aplicados dois métodos
colorimétricos in vitro (inibi¢do da peroxidacao lipidica — TBARS e inibi¢ao da hemdlise

oxidativa - OXHLIA) e os resultados estdo presentes na Tabela 11.

Relativamente aos valores de ECso obtidos, o extrato revelou potencial
antioxidante em todos os ensaios realizados, contudo os valores mais baixos de ECsg

(melhor atividade antioxidante) foram obtidos no ensaio de OxHLIA.

No ensaio de TBARS os valores de ECso oscilaram entre 135 + 6 ¢ 8941 + 284
pg/mL, evidenciando melhor atividade o epicarpo (135 + 6 ug/mL), seguido da polpa
(4289 + 178 ng/mL) e, por fim, o fruto inteiro (8941 + 284 ug/mL)

No ensaio de OXHLIA os extratos hidroetanolicos estudados também revelaram
melhor capacidade antioxidante na amostra de epicarpo (34 + 1 ng/mL), seguido da polpa

(82 + 3 pg/mL) e, por fim, o fruto inteiro (119 £ 7 pg/mL).

Viérios estudos tém sido realizados com o objetivo de estudar o potencial

antioxidante (através de ensaios in vitro) de diferentes partes de beringela.

No estudo levado a cabo por Akanitapichat et al. (2010) foi estudado o potencial
oxidante de cinco variedades de S. melongena obtidas na Tailandia (SM1: uniforme, roxa,
tamanho moderado; SM2: branca e verde, tamanho moderado; SM3: alongada e verde;
SM4: listrada, verde, tamanho moderado; SMS5: uniforme, verde claro, tamanho
pequeno). Foram realizados ensaios in vitro utilizando o método da atividade captadora
de radicais DPPH e ABTS, que medem o poder antioxidante dos extratos naturais, a fim
de eliminar radicais livres (DPPH™ ¢ ABTS", respetivamente) gerados no ensaio. No
ensaio DPPH os valores de ECs oscilaram entre 61,44 + 4,14 e 159,33 + 2,87 pg/mL,
enquanto no ensaio ABTS os valores de ECso oscilaram entre 53,18 £ 0,71 e 105,63 +
1,90 pg/mL.

Por outro lado, Kandoliya et al. (2015) avaliou seis variedades de beringela (nio
especificadas) cultivadas na India quanto ao seu potencial antioxidante, utilizando

também o ensaio da atividade captadora de radicais DPPH. Perante os resultados obtidos,
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foi possivel observar que os frutos apresentaram atividade antioxidante variando entre
25,17 e 40,35%, e, foi notdtio que este potencial foi menor em variedades com menor

composi¢do em compostos fendlicos.

Por fim, Hong et al. (2018) estudaram a atividade antioxidante do extrato
butandlico de duas variedades de S. melongena (Makkhuayao e Makhurapro) cultivadas
na Tailandia, através do ensaio da atividade captadora de radicais DPPH. Os resultados
comprovaram a existéncia da a¢do antioxidante do extrato, com valores de ECso de 1,85

+ 0,27 mg/mL e 1,66 = 0,14 mg/mL.

Tabela 11. Atividade antioxidante dos extratos hidroetanélicos do fruto inteiro, polpa e epicarpo de S.
melongena.

Concentracio
Atividade antioxidante Fruto Inteiro Polpa Epicarpo
TBARS a b c
(Valores de ECso, pg/mL) 8941 + 284 4291 £ 178 135+ 6
OxHLIA (At=60 min) 119 + 7a 82 + 3b 34 + 1¢

(Valores de ECso, pg/mL)

Valores de ECs values: Concentracdo de extrato correspondente a 50% da atividade antioxidante. Trolox (control
positivo) ECso = 23 pg/mL (inibi¢do de TBARS) e 85 pg/mL (OXHLIA). As diferencas estatisticas das médias foram
obtidas através de uma analise de varidncia one-way (ANOVA). Em cada linha, para cada tipo de extrato (fruto inteiro,
polpa e epicarpo) letras diferentes significam diferengas significativas (p<0,05).

Na Tabela 12, estdo apresentados os resultados obtidos na atividade antimicrobiana
do extrato hidroetanolico do fruto de S. melongena (fruto inteiro, polpa e epicarpo). Estes
extratos foram testados contra um painel de bactérias patogénicas (bactérias Gram-

positivos e Gram-negativos) e fungos.

Tendo em conta os resultados obtidos foi evidente atividade bacteriostatica (CMI)
e bactericida (CMB) frente a todas as culturas bacterianas estudadas, destacando-se os
extratos obtidos a partir do epicarpo e do fruto inteiro com os melhores resultados (CMI
entre 2,00 e 4,00 mg/mL. De outro modo, o potencial bactericida evidenciou, para todos
os extratos, valores de CMB de 4,00 e 8,00 mg/mL. Escherichia coli (E.c.) destacou-se
como a estirpe que, em todos os casos, demonstrou uma atividade mais susceptivel ao
potencial bactericida e bacteriostatico de todos os extratos (fruto inteiro, polpa e

epicarpo).
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Na avaliagdo do potencial antifungico de todos os extratos hidroetandlicos, apenas
a polpa apresentou atividade fungicida (CMI) e fungiostatica (CMF) contra algumas
estirpes, nomeadamente Penicillium fumiculosum (P.f.) e Penicillium ochrochloron (P.o).
Esta amostra apresentou valores de CMI e CMF de 8,00 e 1,00 mg/mL para P.f e P.o.,

respetivamente.

Hong et al. (2018) estudaram a atividade antibacteriana do fruto da beringela pelo
método de disco-difusdo em 4gar, usando as estirpes E. coli, Burkholderia sp.,
Haemopillus somnus, Haemopillus parsuis, Clostridium perfringens e Pantoea
agglomerans; e os resultados mostraram que os extratos apenas apresentaram atividade

antibacteriana contra Burkholderia sp. e Pantoea agglomerans.

Para a atividade antifingica nao foram encontrados estudos disponiveis na literatura
do fruto de beringela. Contudo, Das et al. (2008) avaliaram o potencial fungicida das
folhas de Solanum melongena L. pelo teste de difusdo em &gar, contra as estirpes 7.
mentagrophytes, T. rubrum, T. tonsuran, C. albican e T. beigelii, e os resultados

mostraram potencial antifungico da planta.

Tabela 12. Atividade antibacteriana (CMI e CMB mg/mL) e antifingica (CMI e CMF mg/mL) dos extratos
de beringela (fruto inteiro, epicarpo e polpa).

Atividade Antibacteriana

Extratos S.a. L.m. E.c. En.cl S.t.
. CM1 4,00 4,00 2,00 4,00 4,00
Epicarpo
CMB 8,00 8,00 4,00 8,00 8,00
L. CM1 4,00 4,00 2,00 4,00 4,00
Fruto inteiro
CMB 8,00 8,00 4,00 8,00 8,00
CM1 4,00 4,00 2,00 8,00 8,00
Polpa
CMB 8,00 8,00 4,00 8,00 8,00
Ambicilina CM1 0,012 0,40 0,40 0,006 0,75
piett CMB 0,025 0,50 0,50 0,012 120
Atividade Antifingica
Extratos A.fum. A A.n. P.f. P.o. Tv.
. CMI >8,00 >8,00 >8,00 >8,00 >8,00 >8,00
Epicarpo

CMF  >8,00 >8,00 >8,00 >8,00 >8,00 >8,00
CMI  >8,00 >8,00 >8,00 >8,00 >8,00 >8,00
CMF  >8,00 >8,00 >8,00 >8,00 >8,00 >8,00
CMI  >8,00 >8,00 >8,00 8,00 1,00 >8,00
CMF  >8,00 >8,00 >8,00 8,00 1,00 >8,00
Cetoconazol CMI 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20 0,20

Fruto inteiro

Polpa
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CMF 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50 0,30

S.a.: Staphylococcus aureos; L.m.: Listeria monocytogenes; E.c.: Escherichia coli; En.cl.: Enterobacter
cloacae; S.t.: Salmonella thyphimirium; Afun.: Aspergillus fumigatus; Av.: Aspergillus versicolor; A.n.:
Aaspergillus niger, P.f.: Penicillium fumiculosum; P.o.: Penicillium ochrochloron; T.v.: Trichoderma
viride. CMI: concentragdo minima inibitéria, CMB: concentragdo minima bactericida; CMF: concentragdo
minima fungicida.

Relativamente aos resultados obtidos nos ensaios de citotoxicidade e
hepatotoxicidade (Tabela 13), foi notorio que o Unico extrato hidroetanolico (80:20 v/v)
que revelou potencial inibitdrio (Glso > 400 pg/mL) foi obtido a partir do epicarpo de S.
melongena, evidenciando a sua capacidade anti-proliferativa nas linhas tumorais HeLa,
NCI H460 e HepG2. Esse potencial foi demonstrado por valores de Glsode 336,53 + 6,74
png/mL para a linha HeLa, 338,20 + 15,58 pg/mL para a linha NCI H460 e, por fim, 283,60
+ 9,69 pg/mL para a linha HepG2.

Foi também evidente a auséncia de toxicidade de todas as amostras estudadas (Glso
> 400 pg/mL), através da avaliacao da hepatotoxicidade onde foi utilizada uma cultura

de células primarias ndo-tumorias (PLP2).

Akanitapichat et al. (2010), avaliou o potencial hepatoprotetor de cinco variedades
de S. melongena obtidas na Tailandia (SM1: uniforme, roxa, tamanho moderado; SM2:
branca e verde, tamanho moderado; SM3: alongada e verde; SM4: listrada, verde,
tamanho moderado; SMS5: uniforme, verde claro, tamanho pequeno). Para tal foi usada a
linha celular HepG2 e os resultados demonstraram efeito hepatoprotetor em todas as

amostras avaliadas.

Relativamente ao potencial anti-inflamatoério dos extratos (Tabela 13), avaliados
no presente estudo por ensaio in vitro, usando células de macréfago RAW?264,7, nao foi

detetada atividade (> 400 pg/mL).

Relativamente a esta atividade bioldgica, ndo foram encontrados na literatura
estudos relativos ao potencial anti-inflamatdrio dos frutos de beringela. No entanto, Im et
al. (2016) estudaram este potencial no caule da planta de S. melongena, através de ensaio
in vitro usando células de macrofago RAW 264,7. De acordo com os resultados obtidos,
foi possivel obervar que os extratos hidroetandlicos do caule da beringela exibiram efeito
anti-inflamatorio, ao reduzir a produ¢do de 6xido nitrico (NO), enzima sintase do 6xido
nitrico (iNOS), citocinas pro-inflamatdrias, ciclooxigenase-2 (COX-2) e prostaglandina

E2 (PGEy).
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Tabela 13. Atividade citotoxica dos extratos de beringela (fruto inteiro, epicarpo e polpa) (média + DP).

Atividade Citotoxica

Glso (ug/mL) Fruto inteiro Polpa Epicarpo
HeLa > 400 > 400 336,53 £ 6,74
NCI-H460 > 400 > 400 338,20 £ 15,58
MCF 7 > 400 > 400 > 400

HepG2 > 400 > 400 283,60 + 9,69
PLP2 > 400 > 400 > 400

Atividade Anti-inflamatoria

RAW264,7 > 400 > 400 > 400

HeLa: carcinoma cervical; NCI-H460: carcinoma de pulmio; MCF7: carcinoma da mama;
HepG2: carcinoma hepatocelular; PLP2: cultura primaria de células de figado de porco.

4.5. Otimizacao do processo de obtenc¢ido de um extrato corante a base de

antocianinas a partir do epicarpo de S. melonera

4.5.1. Efeito da concentracao de solvente

A concentracdo de etanol influencia diretamente a polaridade e a viscosidade do
extrator em termos fisico-quimicos; no entanto, a percentagem utilizada afetard a
transferéncia de massa dos compostos-alvo no processo de extracdo. Nesse sentido, os
efeitos da concentragdo de etanol nos rendimentos de extracdo de biomoléculas foram
analisados num interval de 8 a 92% de concentracdo (v/v). A partir da representagao visual
da Figura 14, os rendimentos de extragdo dos constituintes desejados aumentaram, com
o aumento da concentragdo de etanol no intervalo de 54 - 64% (v/v), mas ndo mais do que
isso, uma vez que a diminui¢do da recuperacdo ¢ evidente em todos os casos. A razio
para esse comportamento na concentragdo de etanol pode ser atribuida a polaridade do
solvente, o que facilita a dissolucdo das antocianinas especificas analisadas. Como
resultado, 54 - 64% da concentragdo de etanol alcangou maiores rendimentos de extragao,
semelhantes aos resultados mostrados por Muangrat et al. (2018) numa matriz alimentar

diferente.
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Figura 14. Representagdo grafica de RSM para a resposta Y1 (mg/g de antocianinas por massa seca). (Da
esquerda para a direita e de cima para baixo: Modelagem da representacdo dos dados obtidos com fator
tempo zero; comportamento fatorial unico do tempo; comportamento fatorial Unico do solvente;
comportamento fatorial unico da razdo; Grafico normal de residuos; residuos versus valores previstos;
valores previstos versus execugdo; interagao fatorial.

Tabela 14. Projeto central composto e dados experimentais para analise da superficie de resposta de 5
niveis e 3 fatores.

Fatores Respostas
Extragio Tempo Solvente Razio Antocianinas Antocianinas Rendimento
(min) (%) (g/L) (mg/g de massa seca) (mg/g de extrato) %
1 -1 -1 -1 2,45 6,81 35,98
2 -1 -1 1 3,27 9,95 32,83
3 -1 1 -1 3,47 11,83 29,38
4 -1 1 1 3,78 11,49 32,93
5 1 -1 -1 0,50 1,71 29,36
6 1 -1 1 0,16 0,66 24,12
7 1 1 -1 0,60 2,41 24,76
8 1 1 1 0,67 2,55 26,15
9 1,68 0 0 1,43 5,63 25,47
10 -1,68 0 0 2,07 7,12 29,12
11 0 -1,68 0 0,96 6,91 13,97
12 0 1,68 0 0,64 4,50 14,33
13 0 0 -1,68 3,97 6,76 32,78
14 0 0 1,68 0,17 0,52 26,08
15 0 0 0 1,70 6,70 25,42
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16 0 0 0 1,44 5,89 24,53
17 0 0 0 1,96 7,23 27,14
18 0 0 0 1,85 6,42 28,83
19 0 0 0 2,04 6,97 29,32
20 0 0 0 1,74 6,43 26,92

4.5.2. O efeito da razao solido-liquido

Foram avaliados os efeitos da propor¢do de um sélido (em p6) dissolvido numa
percentagem especifica de um volume fixo de liquido, nos rendimentos da extragdo de
antocianinas, no intervalo de 5 a 65 g/L. Os resultados obtidos foram ilustrados na Figura
15. Os resultados indicaram que baixas quantidades de amostra solida tiveram maior
impacto nos rendimentos de extracdo das biomoléculas, aumentando notavelmente o
rendimento em antocianinas, com o aumento do volume do solvente. Assim, quantidades
menores com volumes mais altos acelerariam a difusdo de compostos da amostra, devido
a maior area de superficie de contato. De fato, as quantidades de antocianinas extraidas
pela extrag@o assistida por ultrassons diminuiram quando a matriz analisada aumentou,
quase de maneira linear, até atingir o ponto de saturagdo. Grandes quantidades de s6lido
em relagdo ao liquido formariam facilmente agregados e reduziriam a superficie de
contato, resultando em um obstaculo a transferéncia de massa (Taofiq et al., 2019).
Assim, foram escolhidos 5 g de matriz por litro da razdo solvente, como concentragdo

6tima de razao solido-liquido neste processo de otimizagao.
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Figura 15. Representagdo grafica de RSM para a resposta Y2 (mg/g de extracto). (Da esquerda para a
direita e de cima para baixo: Modelagem de representagdo dos dados obtidos com fator tempo zero;
comportamento fatorial inico do tempo; comportamento fatorial tinico do solvente; comportamento fatorial
unico da razdo; Grafico normal de residuos; residuos versus valores previstos; valores previstos versus
execugao; interacado fatorial.)

4.5.3. O efeito do tempo de extracio

O tempo de extracdo ¢ um parametro-chave na influéncia do rendimento de
extracdo de flavonoides, o que levou a ser um dos parametros também investigado neste
trabalho, num intervalo de 0,5 a 5,5 min. Na Figura 16, ¢ importante analisar que, para
além do grafico de RSM estar no efeito de interagdo, podemos também observar que
foram encontradas interagdes entre tempo e solvente, as quais, embora o fator tempo seja
estatisticamente ndo significativo, ¢ importante incluir os termos da equacdo quadratica,
pelo menos para a resposta Y3 (rendimento), onde esse fenomeno ¢ amplamente expresso.
Inicialmente, foram testados diferentes tempos de extracdo antes da execucdo desse
DCCC, tendo sido descartados tempos mais longos, uma vez que mostraram diferencgas
ndo significativas. Embora tenham sido utilizados tempos curtos podemos observar que
o efeito principal da extragdo assistida por ultrassons ¢ produzido poucos segundos apos
a extracao, tal como se verificou num trabalho realizado anteriormente por Melgar et al.,
(2019). Aparentemente a combinagdo do efeito da cavitagdo com o tamanho das
particulas finas e, como mencionado na sec¢do 4.5.2, a percentagem de solvente tem uma

reacdo muito pronunciada sobre a extracdo das moléculas bioativas. Desta forma,
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reconhecendo a relevancia da extrag@o assistida por ultrassons, ¢ possivel economizar
muito tempo, energia e custos, aumentando a importancia da otimiza¢do do processo de

extracao.
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Figura 16. Representagdo grafica de RSM para a resposta Y3 (rendimento). (Da esquerda para a direita e
de cima para baixo: Modelagem de representacdo dos dados obtidos com fator tempo zero; comportamento
fatorial inico do tempo; comportamento fatorial tinico do solvente; comportamento fatorial tinico da razao;
Grafico normal de residuos; residuos versus valores previstos; valores previstos versus execucao; interagao
fatorial.)

4.5.4. Analise estatistica e ajuste do modelo

Na Tabela 15, a andlise ANOVA dos dados experimentais das 20 extra¢des foi
aplicada, a fim de ajustar uma equagao polinomial de segunda ordem, usando o software
Design-Expert e Statgraphics, para correlacionar a relagdo de cada variavel independente
com as respostas obtidas. Os modelos polinomiais finais de segunda ordem para a
extracao do epicarpo (Y1), do extrato (Y2) e rendimento recuperado (Y3) sdo apresentados

pelas seguintes equagdes:

Y1= 1,83 + 0,14 «time + 0,12 *solv — 1,34 xratio — 0,29 * sov"2 + 0,23
*ratio™2

Equacio 7. Modelo polinomial final de segunda ordem para a extra¢ao do epicarpo.
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Y2= 0,61+ 044 xtime + 0,72 *solv — 1,86 xratio — 0,32 * solv"*2 + 1,05

* ratio™2

Equacéo 8. Modelo polinomial final de segunda ordem para o extrato.

Y3 = 27.34 + 0.20 * time — 0.62 * solv — 5.10 * ratio + 1.66 * time = solv — 4.62

* solv"2 + 6.61 * ratio”™2

Equacéo 9. Modelo polinomial final de segunda ordem para o rendimento recuperado.

A significancia de cada coeficiente foi determinada nos modelos de regressao e
na andlise de varidncia (ANOVA), a partir da qual os termos numéricos foram exibidos
nas Equagdes 7-9. Os resultados da ANOVA podem ser usados para avaliar se os
modelos de regressdo foram estabelecidos com sucesso pelos valores de p (<0,05) num
nivel de confianca juntamente com a analise de falta de ajuste (p>0,05), o que implicava
que a falta de ajuste ndo era significativa em relagdo ao erro puro, revelando que os
modelos desenvolvidos foram bem-sucedidos. Além disso, os coeficientes de correlagdo
do modelo de segunda ordem (R?) com mais de 0,94 demonstraram que os modelos com
alta significancia estatistica foram bem ajustados as experiéncias. Assim, com base na
analise estatistica acima, os modelos foram adequados para prever os rendimentos de

extracdo de antocianinas.

Tabela 15. Analise estatistica (ANOVA), incluindo termos de resposta para a construgdo de modelos
preditivos e valores ideais de resposta para os critérios de resposta paramétricos.

Extracio
Y Y, Y3
Modelo < 0,0001 0,00 <0,0001
Intercepcio bo 0,15 0,08 0,82
Linear by 0,22 0,02 0,47
b, < 0,0001 0,00 0,00
bs 0,93 0,15 0,15
Interacio b1z 0,17 0,04 0,63
b13 0,34 0,03 0,66
b2 0,67 0,57 0,97
Quadratico b 0,01 0,07 0,00
b2 0,03 0,00 < 0,0001
bs; 0,00 0,00 0,00
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Informacio estatistica da analise de adaptacio

Observacoes 20 20 20
R? 0,96 0,94 0,94
R’adj 0,93 0,98 0,88
Resposta de otimizacio factorial
max max max
Valor 6timo 5,64 12,15 43,04
X1 0,54 0,52 0,55
X2 64,2398 58,4479 54,1773
X3 4,65966 4,65966 4,66865
Otimizacao geral
max max max
Resposta
P e 5,53 11,96 40,96
Desejabilidade 1
Valoirdit;z;tlorlal X,=0,5 Xo= 68.2 X;=5

R?2: coeficientes de regressdo; R?adj: coeficientes de regressdo ajustados. As respostas sdo resumidas como
Y1: Antocianinas totais (mg/g de massa seca), Y2: Antocianinas totais (mg/g de extrato), Y3: Rendimento
(%). Variaveis fixas sdo resumidas como Xi = tempo (min); X2 = concentra¢do de etanol (%); X3 = razdo
solido/liquido (g/L).

4.5.5. Otimizacao da analise da metodologia de superficie de resposta

Em resumo, os valores 6timos obtidos através da otimizagdao da extracao
utilizando a técnica de ultrassons sdo divididos em valores de resposta especificos: Y
(solvente = 64%; razdo = 5 g/L; e tempo = 0,5 min), Y>= (solvente = 58%; razdo =5 g/L;
e tempo = 0,5 min), e Y3 (solvente = 54%; razdo =5 g/L; e tempo = 0,5 min); e em valores
gerais de otimizacdo para as trés respostas envolvidas: com um valor 6timo de
incapacidade de 0,99, 58,4% de concentragdo de etanol (v/v), 5 gramas de S. melongena

por litro de solvente e 0,5 min de tempo de extracao.
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5. Consideracoes finais e perspetivas futuras

A aplicag¢do de corantes na industria alimentar constitui um fator de elavada relevancia,
uma vez que, a cor dos produtos ¢ um dos aspetos organolépticos que influencia de forma direta a
preferéncia e escolha dos consumidores. Tal influéncia leva a necessidade massiva de aplicagdo
de corantes sintéticos neste setor. Desta forma, com o objetivo de dar aos consumidores uma opg¢ao
alternativa mais saudavel, a ciéncia e a industria tém investido na obtencdo e aplicagdo de
pigmentos naturais com o mesmo efeito corante que os seus andlogos sintéticos. Esta substitui¢ao
além de conferir a pigmentagdo desejada ao produto, vai também acrescentar nutrientes e

propriedades bioativas aos alimentos.

As antocianinas, sdo compostos que, para além da sua aplicabilidade como pigmentos
naturais, também possuem propriedades medicinais e terapéuticas de interesse e estdo presentes
num vasto leque de matrizes naturais, como ¢ o caso do fruto de Solanum melongena L.

(beringela).

Neste sentido, o presente estudo levou a cabo a caracterizagdo do fruto de Solanum
melongena L. avaliando os parametros fisicos, nutricionais e quimicos de diferentes partes da
matriz, tendo em conta a sua forma de consumo: fruto inteiro, polpa e epicarpo. Para além disso,
foi também realizada a avaliacdo das propriedades bioativas do mesmo, através dos ensaios in vitro

de atividade antioxidante, antimicrobiana, citotoxica, hepatotdxica e anti-inflamatoria.

Para além disso, tendo em conta a necessidade da procura de matrizes alternativas para a
obtencdo de pigmentos corantes naturais, o objetivo fulcral deste trabalho consistiu na otimizagao
do processo de extracdo, que permitiu a defini¢do dos seus parametros ideais (tempo, % etanol e
razdo so6lido/liquido) para a obtencdo de um extrato com maior concentragdo de antocianinas e,

consequentemente, maior potencial corante.

Na avalia¢do da cor efetuada nas amostras de epicarpo foi possivel constatar que o processo
de liofilizagdo levou a uma ligeira alteragdo da cor das amostras, indicando a preservagdo dos
compostos antocianicos apds a desidratacdo. Por outro lado, a avaliacdo nutricional, realizada no
fruto inteiro e na polpa, evidenciou que a beringela possui baixo valor energético e teor em
gorduras, mas alto teor em humidade, confirmando o interesse deste fruto em dietas de restricao

calorica.
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No que concerne a composi¢do quimica, também avaliada no fruto inteiro e na polpa,
através do estudo dos perfis individuais em agucares, dcidos organicos, acidos gordos e tocoferdis,
foi possivel detetar quatro moléculas de aglicar, destacando-se a frutose e a glucose como as
maioritarias; enquanto que os acidos organicos, revelaram a presenca de maior concentragao dos
acidos oxalico e malico. Para além disso, foram detetadas 17 moléculas de acidos gordos, sendo
os acidos gordos saturados o principal grupo presente, destacando-se o 4cido palmitico e o 4cido

estedrico; e ndo foi detetada a presenga de tocoferois nas amostras analisadas.

A composicdo em compostos fendlicos das amostras (fruto inteiro, polpa e epicarpo)
indicou a presenga de quatro compostos, dos quais trés ndo antocianicos (hexosido de acido
cafeico, acido protocatecuico e acido 5-O-cafeoilquinico) e um antocidnico (delfinidina-O-

rutinosido), sendo o ultimo presente somente no epicarpo.

Relativamente a avaliacdo das bioatividades, o extrato hidroetanélico revelou potencial
antioxidante em todos os ensaios, evidenciando melhor atividade no epicarpo, o que pode ser
explicado pela presenca dos compostos fenolicos, acidos gordos e acidos organicos previamente
identificados nos frutos. Foi também constatada atividade bacteriostatica e bactericida frente a
varias estirpes bacterianas estudadas. Contudo, na avaliagdo do potencial antifungico, somente a
polpa apresentou atividade fungicida e fungiostatica contra algumas estirpes. Por fim, os ensaios
de citotoxicidade e hepatotoxicidade evidenciaram que o Unico extrato hidroetanodlico com
potencial inibitério foi o obtido a partir do epicarpo de S. melongena, evidenciando a sua
capacidade anti-proliferativa nas linhas tumorais HeLa, NCI H460 e HepG2. Foi também evidente
a auséncia de toxicidade em todas as amostras avaliadas, assim como, a auséncia de potencial anti-

inflamatorio.

A viabilidade das moléculas bioativas também depende da capacidade de extragdo
realizada, por isso o desenho experimental estatistico foi aplicado a fim de minimizar os
procedimentos experimentais e maximizar os resultados, podendo determinar o ponto ideal de
extracdo através de modelagem matematica, usando a metodologia da superficie de resposta. Essa
abordagem permitiu entender o compostamento das principais variaveis e também a forga da
interacdo, o que forneceu uma representagdo visual que ajudou a selecionar os pontos ideais de

extracao.
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Estes resultados confirmam a excelente composi¢do quimica e nutricional da beringela que,
aliada as propriedades bioativas identificadas, fazem com que este represente uma excelente opgao
para incorporar na dieta diaria. Para além disso, as suas propriedades terapéuticas tornam este fruto

muito promissor para aplicagdo na industria farmacéutica e cosmética.

Tendo em conta a presenga de antocianinas no epicarpo, torna este fruto com potencial
aplicagdo no setor industrial, nomeadamente através do aproveitamento do pigmento corante

natural.

Neste sentido, esta tese apresenta um tema com elevada relevancia para diversos setores,
como industrial, ambiental, cientifico, economico e social. Essa ampla relevancia ¢ justificada pela
proposta de desenvolver estratégias que reduzam o desperdicio de alimentos, melhorando a
qualidade de alguns produtos comerciais. Para além disso, conduz a aplicagdo de tecnologias de
extracdo inovadoras, ao aumento da qualidade dos produtos disponiveis no mercado, ao aumento
da preferéncia do consumidor por esses produtos e, consequentemente, a melhoria do impacto

ambiental, ao crescimento econdémico e ao desenvolvimento de uma economia sustentavel.

Como perspetivas futuras, seria importante avaliar o potencial bioativo do extrato 6timo
rico em antocianinas € o seu potencial corante, através da sua incorporacdo em matrizes

alimentares, assim como, a realizagao de estudos de estabilidade.
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