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a.C.
AbppH
AH
AOAC
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b*

bo

bi
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i
BHT
CA
DCCC
CIE
CMB
CMF
CMI
d.i.
DAD
DDA
DMEM
DMSO
DP
DPPH

ECso

EDTA
EFSA

Cromaticidade vermelho/verde

Antocianinas

Antes de cristo
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Antioxidantes doadores de hidrogénio
Associacdo oficial de quimicos analiticos
Absorvancia da solugédo na presenca de extrato
Cromaticidade azul/amarelo

Coeficiente constante

Coeficiente de efeito linear

Coeficiente de efeito de interagédo

Coeficiente de efeito quadratico
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Desenho composto central circunscrito
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Concentracdo minima bactericida
Concentracdo minima fungicida

Concentracdo minima inibitdria

Diametro interno

Detetor de diodos
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Meio Eagle modificado por Dulbecco
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2,2-difenil-1-picril-hidrazilo

Extrato

Concentracdo de extrato correspondente a 50% de atividade
antioxidante ou 0,5 de absorvancia no ensaio do poder redutor
Acido etilenodiaminotetracético
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MS
MS?
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ms

miv
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Relacéo enzima/substrato

Organizacdo das Nac6es Unidas para Alimentacdo e Agricultura
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Soro fetal bovino

Departamento de Saude e Servicos Humanos dos Estados Unidos
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Extracdo assistida por calor
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Anadlise hierarquica de cluster

Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detetor de
fluorescéncia

Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detetor
de indice de refragdo

Cloreto de p-iodonitrotetrazélio

Infravermelho

Luminosidade

Cromatografia Liquida

Declive

Agar de malte

Massa fresca

Mieller Hinton

Missouri

Espetrometria de massa

Segunda fase da espectrometria de massa

Acidos gordos monoinsaturados

Massa seca

Raz&do massa/volume
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ns
OMS
Pl
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R

RZ

RF
RNS
ROS
ROOH
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RSA
MSR
RSS
Sou X3
S/L

SC
SFA
SRB
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T ou X2
TCA
TFA
Tr
TSB
Tris
Trolox
UE
UFC

Razdo massa/carga

NUmero de variaveis

Autor néo identificado

Né&o significativo

Organizacdo Mundial de Saude
Padrdo interno

Acidos gordos polinsaturados
Rendimento

Coeficiente de determinacéo

Residuo fresco

Espécie Reativa de Azoto

Espécie Reativa de Oxigénio
Composto organico oxidado

Meio Roswell Park Memorial Institute
Atividade Captadora de Radicais
Metodologia de superficie de resposta
Espécie Reativa de Enxofre

Variavel de percentagem de etanol no solvente
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Carolina do Sul

Acidos gordos saturados
Sulforrodamina B

Variavel de tempo

Variavel de temperatura
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Acido trifluoroacético
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Variavel independente

Varidvel dependente
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Resumo

O reino plantae abrange uma vasta diversidade de espécies e nos ultimos anos tem sido
alvo de diversos estudos, devido a sua composi¢cdo em nutrientes e moléculas de
elevado interesse, tanto para a industria alimentar como farmacéutica. Visualmente, a
diferenciacdo das plantas recai sobre a sua cor, particularmente na concentragdo em
pigmentos naturais presente nas folhas, como por exemplo: clorofilas, carotenoides,
antocianinas, betalainas, entre outros. Devido a crescente preocupacdo dos
consumidores sobre os efeitos colaterais associados aos corantes artificiais, a industria
alimentar tem investido na substitui¢do destes aditivos por moléculas corantes naturais,
que podem ser obtidas a partir de diversas matrizes vegetais.

A variedade Ocimum basilicum var. purpurascens, conhecida popularmente por
manjericdo vermelho rubi, pertence ao género Ocimum e a sua cor parpura resulta da
elevada concentragdo em compostos antocianicos. Esta variedade tem manifestado
acdo terapéutica, nomeadamente, propriedades diuréticas, anti-inflamatorias e
antiespasmaodicas.

Este trabalho teve como objetivo aprofundar os conhecimentos relativamente a esta
variedade, através da caracterizacdo de parametros fisicos (cor), nutricionais (teor em
humidade, cinzas, proteinas, gorduras, hidratos de carbono e energia) e quimicos
(acUcares livres, acidos organicos, tocoferdis e acidos gordos) das folhas; seguido da
avaliacdo do conteddo em compostos fendlicos e do potencial bioativo (atividade
antioxidante, atividade antimicrobiana e citotoxicidade) do seu extrato hidroetandlico.
Foi ainda efetuado a otimizacdo do processo de extracdo de antocianinas, através de
uma técnica de extracdo assistida por calor (HAE), aplicando o método de anélise de
superficie de resposta. Ao extrato rico em compostos antocianicos, obtido no final do
processo de otimizacdo, foi avaliado o poder corante, atraves da medicdo da cor e
quantificacdo dos pigmentos no extrato. Este foi ainda avaliado quanto ao potencial
bioativo, através dos ensaios acima referidos.

O perfil nutricional foi avaliado utilizando metodologias oficiais de analise de produtos
alimentares (AOAC), evidenciando-se o0s hidratos de carbono, como 0s
macronutrientes presentes em maior quantidade, contrariamente a fracdo lipidica que
surgiu em menor quantidade.

A nivel quimico, a quantificacdo dos agucares livres foi feita através de um sistema de

HPLC-RI, os &cidos organicos por UFLC-DAD, os tocoferois por HPLC-fluorescéncia
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e 0s acidos gordos por GC-FID. As amostras revelaram a presenca de varios compostos
de interesse, nomeadamente quatro moléculas de acucares livres e sete &cidos
organicos, destacando-se a glucose e o acido quinico, respetivamente. Relativamente
ao teor em tocoferois, foram detetadas as isoformas a-, -, y- e d-tocoferol, sendo o y-
tocoferol o mais abundante. No que concerne ao perfil de &cidos gordos, foram
identificados vinte compostos, destacando-se o acido a-linolénico (C18:3n3) como
maioritario.

A determinacdo do perfil fenolico foi realizada através de um sistema de HPLC-DAD-
ESI/MS, evidenciando a presenca de 26 compostos fendlicos, dos quais 13 foram
identificados como compostos fendlicos ndo antocianicos, destacando-se o acido
rosmarinico como composto maioritario e 13 compostos antocianicos, no qual a
cianidina-3-(6,6'-di-p-cumaroil)-sofordsido-5-glucésido  foi o composto mais
abundante.

Nos ensaios de bioatividade, o potencial antioxidante foi avaliado através de trés
ensaios in vitro (atividade captadora de radicais DPPH, poder redutor e inibicdo da
peroxidacdo lipidica medido através da descoloracdo do p-caroteno), verificando-se
resultados promissores no extrato hidroetanolico estudado, sobressaindo no ensaio da
atividade captadora de radicais DPPH com os valores de ECso mais baixos (melhor
potencial antioxidante). A atividade antimicrobiana foi analisada através do método de
microdiluicdo em bactérias Gram-positivo e Gram-negativo e em fungos, tendo-se
alcancado resultados satisfatorios para a maioria das bactérias e fungos testados. Na
avaliacdo da citotoxicidade, foram usadas vérias linhas celulares tumorais (HepG2,
NCI-H460, MCF-7 e HelLa) e a uma cultura de células primaria ndo tumoral (PLP2),
aplicando o ensaio da sulforrodamina B. Os resultados demonstraram a auséncia de
capacidade anti-proliferativa em todas as linhas testadas, contudo, também foi evidente
a auséncia de toxicidade do extrato na cultura de células primarias testada — PLP2.
Tendo em conta o procedimento de otimizacdo da extracdo para a obtencdo de um
extrato rico em antocianinas, a extracao assistida por calor revelou a obtencéo de 114,74
+ 0.58 mg de antocianinas por g de extrato, quando se aplicaram as variaveis t= 65,37
+ 3,62 min, T=85,00 + 1,17 °C e S= 62,50 £ 4,24 %. O procedimento e as condic¢des
otimizadas neste trabalho triplicaram o teor total de antocianinas obtidas, usando o
método convencional, dando origem a importancia da otimizacéo de um procedimento

de extracdo. Para além dos aspetos quimicos, o extrato 6timo rico em antocianinas foi
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analisado tendo em conta parametros fisicos (cor), e os resultados evidenciaram uma
melhoria significativa da cor purpura, comparativamente com as folhas frescas e ao po
liofilizado das folhas secas do manjericdo vermelho rubi. Este extrato também foi
avaliado quanto as suas propriedades bioativas, sendo que a atividade antioxidante do
extrato otimizado revelou um potencial menor ou muito semelhante ao extrato obtido
pelo método convencional. No entanto, revelou resultados muito promissores quanto
ao efeito citotdxico e antimicrobiano

Assim, Ocimum basilicum var. purpurascens demonstrou ser uma variedade rica em
compostos bioativos, que podem ser aplicados na industria alimentar e farmacéutica de
forma a substituir moléculas artificiais, acrescentando valor as matrizes de

incorporagéo.
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Resumen

El reino plantae abarca una amplia diversidad de especies Yy, en los ultimos afios, han
sido objeto de diversos estudios, debido a su composicion en nutrientes y moléculas de
alto interés, tanto para la industria alimentaria como farmacéutica. En general, la
diferenciacion de las plantas recae sobre su color, particularmente en la concentracion
en pigmentos naturales presente en las hojas (como por ejemplo clorofilas,
carotenoides, antocianinas y betalainas). Debido a la creciente preocupacion de los
consumidores sobre los efectos colaterales que los colorantes sintéticos acarrean, la
industria alimentaria esta invirtiendo en la sustitucion de estos aditivos por pigmentos
naturales, obtenidos a partir de matrices vegetales.

La variedad Ocimum basilicum var. purpurascens (popularmente conocido como
albahaca roja rubi) pertenece al género Ocimum y su caracteristico color parpura,
resulta de la elevada concentracion en compuestos antocianicos. Esta variedad ha
demostrado una accién terapéutica, en particular, propiedades diuréticas, anti-
inflamatorias y antiespasmaodicas.

Este trabajo tuvo como objetivo profundizar los conocimientos sobre esta variedad, a
través de la caracterizacion del parametros fisicos (color), nutricionales (contenido en
humedad, cenizas, proteinas, grasas, hidratos de carbono y energia) y quimicos
(azUcares libres, acidos organicos, tocoferoles y &cidos grasos); seguido de la
evaluacion del contenido en compuestos fenolicos y del potencial bioactivo (actividad
antioxidante, citotoxicidad y actividad antimicrobiana) de un extracto hidroetandlico.
Se estudié también la optimizacion del proceso de extraccion de antocianinas a través
de una técnica de maceracion - HAE, aplicando el método de andlisis de superficie de
respuesta. Al extracto rico en compuestos antocianicos, obtenido al final del proceso,
se realizo la evaluacion bioactiva, a través de los ensayos arriba mencionados.

El perfil nutricional fue evaluado utilizando las metodologias oficiales de analisis de
alimentos (AOAC), evidenciando el contenido en hidratos de carbono, como el
macronutriente presente en mayor cantidad, contrariamente a la fraccion lipidica que
aparecio en menor cantidad.

A nivel quimico, la cuantificacion de los azUcares libres fue realizada a través de un
sistema de HPLC-RI, los acidos organicos por UFLC-DAD, los tocoferoles por HPLC-

fluorescencia y los acidos grasos por GC-FID. Las muestras revelaron la presencia de
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varios compuestos de interés, en particular cuatro moléculas de azUcares libres y siete
acidos orgéanicos, destacandose la glucosa y el &cido quinico, respectivamente. En
cuanto al contenido de tocoferoles, se detectaron las isoformas a-, -, y- y d-tocoferol,
siendo el y-tocoferol el méas abundante. En lo que concierne al perfil de acidos grasos,
se identificaron veinte compuestos, destacandose el acido a-linolénico (C18:3n3) como
mayoritario.

La determinacion del perfil fendlico fue realizada a través de un sistema de HPLC-
DAD-ESI/MS, evidenciando la presencia de 26 compuestos fendlicos, de los cuales 13
fueron identificados como compuestos fendlicos no-antocianicos (destacandose el
acido rosmarinico como compuesto mayoritario) y 13 compuestos antocianicos, donde
la cianidina-3- (6,6'-di-p-cumaroil) -soforosil-5-glucésido fue el compuesto mas
abundante.

En los ensayos de bioactividad, el potencial antioxidante fue evaluado a traves de tres
ensayos in vitro (actividad captadora de radicales DPPH, poder reductor e inhibicion
de la peroxidacion lipidica (decoloracion del g-caroteno)), verificandose resultados
positivos en el extracto hidroetandlico estudiado, sobresaliendo el ensayo de la
actividad captadora de radicales DPPH con los valores de ECsp mas bajos (mejor
potencial antioxidante). En la evaluacion de la citotoxicidad se utilizaron varias lineas
celulares tumorales (HepG2, NCI-H460, MCF-7 y HelLa) y un cultivo de células
primarias no tumorales (PLP2), aplicando el ensayo de la sulforrodamina B. Los
resultados demostraron la ausencia de capacidad antiproliferativa en todas las lineas
probadas, sin embargo, también fue evidente la ausencia de toxicidad del extracto. La
actividad antimicrobiana fue analizada a traves del método de microdiluciéon en
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, y en hongos, alcanzando resultados
satisfactorios para la mayoria de las bacterias y hongos testados.

Teniendo en cuenta el procedimiento de optimizacion de la extraccion para la obtencion
de un extracto rico en antocianinas, la extraccion por maceracion revelo la obtencion
de rendimientos satisfactorios (114,74 + 0,58 mg/g de extracto), cuando se aplicaron
las variables t = 65,37 £ 3,62 min, T = 85,00 + 1,17 °C y S = 62,50 + 4,24 %. El
procedimiento y las condiciones optimizadas en este trabajo triplicaron el contenido
total de antocianinas obtenidas, usando el método convencional, dando origen a la
importancia de la optimizacién de un procedimiento de extraccion. Ademas de los

aspectos quimicos, el extracto 6ptimo rico en antocianinas fue analizado teniendo en
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cuenta parametros fisicos (color), y los resultados evidenciaron una mejora significativa
del color parpura, comparativamente con las hojas frescas y el polvo liofilizado de las
hojas secas de la albahaca roja rubi. Este extracto también fue evaluado en cuanto a sus
propiedades bioactivas, siendo que la actividad antioxidante del extracto optimizado
revel6 un potencial menor o muy semejante al extracto obtenido por el método
convencional. Sin embargo, reveld resultados muy prometedores en cuanto al efecto
citotoxico y antimicrobiano.

Asi, Ocimum basilicum var. purpurascens demostré ser una variedad rica en
compuestos bioactivos, que pueden ser aplicados en la industria alimentaria y
farmacéutica para sustituir las moléculas artificiales, afadiendo valor a las matrices de

incorporacion.
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Abstract

The plantae kingdom includes a vast diversity of species and in recent years has been
the subject of several studies, due to its composition in nutrients and molecules of high
interest for the food and pharmaceutical industries. Visually, the differentiation of
plants depends on their colour, particularly in the concentration of natural pigments
present in the leaves, for example, chlorophylls, carotenoids, anthocyanins, betalains,
and other colorant compounds. Due to growing consumer concern about the adjacent
effects of artificial colorants, the food industry has invested in replacing these additives
by natural pigments obtained from vegetable matrices.

The Ocimum basilicum var. purpurascens variety, popularly known as red rubin basil,
belongs to the genus Ocimum and the purple colour results from its high concentration
in anthocyanin compounds. This variety has shown therapeutic action, namely, diuretic,
anti-inflammatory and antispasmodic properties.

The main objective of this work was to deepen the knowledge about the leaves of this
variety through the evaluation of its physical parameters (colour), nutritional (moisture
content, ash, proteins, fat, carbohydrates and energy) and chemists (free sugars, organic
acids, tocopherols and fatty acids) characterization; followed by the evaluation of
phenolic compounds content and bioactive potential (antioxidant activity, antimicrobial
activity and cytotoxicity) of the hydroethanolic extract. The extraction optimization of
anthocyanin’s was also studied through a heat assisted extraction technology (HAE),
by applying a response surface methodology analysis. The obtained optimized extract
rich in anthocyanin compounds was further evaluated regarding it colorant capacity
and bioactive properties by applying the above mentioned assays.

The nutritional profile was evaluated using official methodologies of food analysis
(AOAC), demonstrating high contents of the carbohydrate, contrary to the lipid fraction
that appeared in smaller amounts.

Regarding the chemical composition, free sugars were identified/quantified using an
HPLC-RI system, organic acids by UFLC-DAD, tocopherols by HPLC-fluorescence,
and fatty acids by GC-FID. The samples revealed the presence of several of these
interesting compounds, namely four free sugars and seven organic acids, presenting
high levels de glucose and quinic acid, respectively. Concerning tocopherol contents,

a-, B-, y-, and d-tocopherol isoforms were detected, with y-tocopherol being the most
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abundant. The fatty acid profile revealed the presence of twenty compounds, with a-
linolenic acid (C18: 3n3) as the major molecule.

The determination of the phenolic profile was carried out through an HPLC-DAD-
ESI/MS system, revealing 26 phenolic compounds, of which 13 compounds were
identified as non-anthocyanin phenolic compounds, being rosmarinic acid the major
compound and 13 anthocyanin compounds, being cyanidin-3-(6,6"-di-p-coumaroyl)-
sophoroside-5-glcucoside the most abundant molecule.

Concerning the bioactivity assays, the antioxidant potential was evaluated through three
in vitro assays (DPPH radical scavenging activity, reducing power and inhibition of
lipid peroxidation through the S-carotene bleaching inhibition), revealing good results
for the hydroethanolic extract studied, in which the DPPH assay showed the lowest
ECso values (best antioxidant potential). The antimicrobial activity was assayed using
the microdilution method in Gram-positive and Gram-negative bacteria, and in fungi,
and satisfactory results were obtained for most of bacteria and fungi tested. The
cytotoxicity was evaluated using several tumour cell lines (HepG2, NCI-H460, MCF-
7 and HelLa) and in a non-tumour primary cell culture (PLP2) by applying the
sulforhodamine B assay. The results demonstrated the absence of anti-proliferative
capacity in all the tested cell lines; however, it was also evident the absence of toxicity
of the extract using the non-tumour primary cell culture — PLP2.

Taking into account the optimization of the extraction process, to obtain an rich extract
in anthocyanins, the extraction by HAE revealed 114.74 + 0.58 mg of anthocyanins per
g of extract, when applying the variables t = 65.37 + 3.62 min, T =85.00 + 1.17 °C and
S =62.50 * 4.24 %. By applying these conditions, it was possible to obtain an extract
3x richer in the total amount of anthocyanin’s, in comparison with the conventional
method, giving rise to the importance of optimizing an extraction procedure. In addition
to the chemical aspects, the optimal extract rich in anthocyanin’s was analysed taking
into account physical parameters (colour), and the results showed a significant
improvement in purple colour compared to the fresh leaves and lyophilized powder of
red rubin basil. This extract was also evaluated regarding its bioactive properties, the
antioxidant activity of the optimized extract revealed a lower or very similar antioxidant
potential in comparison to the extract obtained by the conventional method. However,

it showed very promising results regarding the cytotoxic and antimicrobial effect.
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Thus, Ocimum basilicum var. purpurascens has been shown to be a rich variety in
bioactive compounds, which can be applied in the food and pharmaceutical industry to
replace artificial molecules, adding value to the incorporated matrices.
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1.1.  Caracterizacdo de Ocimum basilicum var. purpurascens

O reino das plantas engloba uma vasta diversidade de espécies que tém adquirido
elevada importancia ao longo dos anos. Inicialmente, o recurso a estas matrizes era feito
apenas para complemento da alimentacdo, contudo, a sua aplicabilidade tornou-se mais
vasta, utilizando-se no tratamento de doencas, na confecao de roupa, ferramentas, armas
de caca e como forma de combustivel (Haraguchi & Carvalho, 2010).

Desta forma, as plantas revelaram ser uma influéncia direta no quotidiano do ser
humano, pois para além de fornecerem alimentos e aromas, também tém um papel
importante como matéria-prima para as industrias (madeira, resina, 6leo, borracha, fibras
para o fabrico de cordas e tecidos) e devido ao seu contetido em moléculas bioativas sao
fundamentais para o desenvolvimento de medicamentos e inseticidas (Yopp et al., 2018).

A espécie Ocimum basilicum L. (Figura 1A), comummente conhecida por
manjericdo, € uma planta aromatica anual pertencente a familia Lameaceae. Apesar de
ser nativa das regies tropicais da Asia, Africa, América Central e do Sul, o cultivo desta
espécie faz-se, atualmente, um pouco por todo o mundo (Teofilovi¢ et al., 2017).
Caracteriza-se pela sua coloracdo verde, podendo atingir cerca de 90 cm de altura e
apresentando folhas lanceoladas, brilhantes e perfumadas (Carocho et al., 2016).

O Ocimum basilicum var. purpurascens (Figura 1B) (manjericao vermelho rubi),
pertence a espécie Ocimum basilicum L. e é caracterizada pela sua cor purpura, devido a
alta concentracdo de antocianinas presentes nas suas folhas (Flanigan & Niemeyer, 2014).
Caracteriza-se por conter flores cor de rosa, caule e folhas de cor purpura (da Silva et al.,
2017; El-Ziat et al., 2018).

Figura 1. Manjericao (A) e manjericdo vermelho rubi (B).
(“Jardim Botanico UTAD | Ocimum basilicum L.,” n.d.).
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1.1.1. Histdria, beneficios e precaucdes

Desde a antiguidade que o manjericdo é popularmente usado, ndo s6 na culinéria,
mas também como agente terapéutico na medicina tradicional. Assim, tem vindo a ser
utilizado no tratamento de varias doencas, tais como tosse, diarreia, dores de cabeca,
disfuncéo renal, tratamento de acne, dores abdominais, inflamacdes, diabetes e doencas
oculares, apresentando também acGes estimulantes, anti-espasmadicas, carminativas,
digestivas, antifungicas, inseticidas e antibacterianas (Ahmad et al., 2016; Bhatti et al.,
2017; Varga et al., 2017). Tradicionalmente, esta planta ¢é utilizada como condimento na
industria alimentar, no entanto, varios estudos tém revelado que a sua acdo vai mais além
do conceito de especiaria. O manjericdo vermelho rubi é usado como planta ornamental,
embora o seu Gleo essencial seja utilizado na medicina popular. Contudo, na literatura
ndo se encontram relatadas as propriedades medicinais de O. basilicum var. purpurascens
(da Silva et al., 2017; El-Ziat et al., 2018).

Srivastava et al. (2016) determinou o potencial antioxidante de trés cultivares de
O. basilicum, entre as quais manjericdo vermelho rubi, utilizando extratos hidroetanolicos
(60:40 v/v) obtidos a partir das folhas da planta. Estes autores constataram a presenca de
polifendis com atividade antioxidante, nomeadamente o acido rosmarinico, chicérico,
cafeico, p- e m-cumérico e ferulico, sendo que o &cido rosmarinico foi identificado como
a molécula antioxidante predominante (10,02 mM/100 g ms). Da pesquisa efetuada, ndo
existem mais estudos que reportam mais resultados sobre esta bioatividade utilizando um
extrato alcoolico de O. basilicum var. purpurascens.

No entanto, um estudo levado a cabo por Takwa et al. (2018), comprovou que 0
extrato hidroetandlico (80:20; v/v) de O. basilicum L. é composto essencialmente pelo
acido rosmarinico e possui atividade antioxidante, sem toxicidade associada até a dose
testada de 400 pg/mL. Este estudo revelou ainda que, quando incorporado o extrato em
péo ndo altera as suas caracteristicas nutricionais, mostrando ser uma possivel alternativa
aos conservantes artificiais. Também Carocho et al. (2016), realizou um estudo onde
incorporou o extrato de folhas de manjericéo, obtido por decocg¢do, em queijo, a fim de
avaliar o poder conservante. Nessa avaliagéo ficou provado que o extrato proporcionou
atividade antioxidante aos queijos, reduzindo a humidade e preservando os &cidos gordos

insaturados e as proteinas.
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Num estudo realizado por Vieira et al. (2014), onde avaliaram a composicao
quimica e atividade antifungica do 6leo essencial das folhas de O. basilicum var
purpurascens, foram identificados vinte compostos orgéanicos, onde o mais abundante foi
o linalol (41.5 %). Na avaliacdo da atividade antimicrobiana, este Oleo apresentou
atividade antifangica contra as estirpes Candida parapsilosis e Candida albicans (CMF
5000 pg/mL).

Os dados bibliograficos relativos a espécie O. basilicum ndo fazem referéncia aos
cuidados a ter com a sua ingestdo, porém, tal como acontece com outras plantas, €
importante que esta seja feita de forma equilibrada para que 0s seus compostos nédo se
tornem toxicos (Carod Artal, 2014). O elevado interesse no consumo desta espécie tem
desencadeado varios estudos, a fim de avaliar o grau de toxicidade dos seus 0leos, de
forma a prevenir o uso incorreto (da Silva, 2015).

Venancio (2006) estudou a toxicidade aguda do 6leo essencial de O. basilicum L.
em camundongos e concluiu que o 6leo apresentou alta toxicidade quando administrado
por via intraperitonial. Por outro lado, os resultados obtidos por da Silva (2015)
concluiram que o o6leo essencial de manjericdo apresenta baixa citotoxicidade e
genotoxicidade. Tendo em conta, outro trabalho realizado (Mangetti et al., 2017)
verificou-se que o 6leo essencial do manjericdo apresenta citotoxicidade frente a linha
celular NCTC Clone 929 (células do tecido conjuntivo de rato).

Contudo, apesar destes resultados, torna-se relevante o desenvolvimento de mais
trabalhos de investigacdo, com diferentes extratos e diferentes técnicas de extracdo, a fim
de aprofundar o conhecimento em inimeros parametros e desenvolver metodologias que

minimizem ou evitem a citotoxicidade.

1.1.2. Composicao quimica

Nos ultimos anos, o trabalho feito pela comunidade cientifica sobre as
propriedades das plantas, bem como dos seus compostos, permitiu compreender que 0s
principais beneficios das espécies vegetais se devem aos compostos resultantes do seu
metabolismo secundéario, que podem ser classificados como compostos bioativos, isto
porque, quando incluidos na dieta exercem funcdes benéficas para a satde (Lima et al.,
2017).
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As variedades de O. basilicum L. sdo fontes de moléculas bioativas, tais como,
compostos fenolicos (Tabela 1) que resultam do seu metabolismo secundario e tém

associadas propriedades antioxidantes (McCance et al., 2016).

Tabela 1. Compostos fendlicos presentes em O. basilicum L. e em O. basilicum var. purpurascens.

Classe de Ocimum basilicum L. Ocimum basilicum var. purpurascens

compostos Compostos bioativos Referéncias  Compostos bioativos Referéncias

Acido chicérico [1] Acido cafeico

Acido caftarico Acido caftarico
Acido gentisico [3]
Acido chicorico
Acido rosmarinico
Acidos fenodlicos

Acido cafeico

Acido iunantico F e E

Isémero do é4cido salvianélico Ae K

Acido litoespérmico A [2]

Acido sangerinico

Acido rosmarinico

Acido salviandlico B

Flavonoides

Quercetina-O-pentosil-hexoésido
Quercetina-3-O-rutinésido
Quercetina-3-O-glucésido [2]
Canferol-O-pentosil- hexésido

Acetil quercetina-3-O-hexdsido

Canferol-3-O-rutinésido

Cianidina-3,5-diglucésido

Peonidina-3,5-diglucésido [3]
Cianidina-3-glicésido
Cianidina-3-(p-cumaroilglucésido)-5-glucésido
Cianidina-p-cumaroil

Cianidia malonil

Cianidina (aglicona) [4]
Peonidina (aglicona)
Peonidina-3-(p-cumaroilglucésido)-5-glucésido

Cianidina-3-(p-cumaroilglucésido)

[1] Lee & Scagel, 2009; [2] Carocho et al., 2016; [3] Flanigan & Niemeyer, 2014; [4] Phippen & Simon, 1998.

Estudos relatam que o0 composto maioritario presente na espécie O. basilicum é o
acido rosmarinico, que exibe um potencial bioativo, atuando na inibic¢éo de lipoxigenases
e cicloxigenases, com acdo anti-inflamatdria, antioxidante, adstringente, antimutagénica,
antibacteriana e antidiabética (Ztotek et al., 2015).

Para além deste acido fendlico, as moléculas que se destacam em O. basilicum
var. purpurascens, sao 0s compostos antocianicos (flavonoides). Estas moléculas

apresentam capacidade corante e importantes beneficios para a salde do consumidor,




Introdugéo

como por exemplo, efeitos anti-inflamatdrios, antitumorais, neuroprotetores e

propriedades antioxidantes (Flanigan & Niemeyer, 2014; Szymanowska et al., 2015).

1.2.  Antocianinas e suas aplicagdes como pigmentos naturais

O reino vegetal é constituido por inUmeras espécies diferenciadas por diversos
parametros, nomeadamente fisicos (como por exemplo, a cor) e quimicos (tais como,
composi¢do em compostos fendlicos ndo antocidnicos e antocianicos). A formacéo da cor
depende da concentragdo de pigmentos naturais existentes na planta. Estes podem ser
divididos em quatro grandes grupos: clorofilas (verde), carotenoides (amarelo, laranja,
vermelho), antocianinas (vermelho em meio acido, azul em meio alcalino e roxo) e
betalainas (vermelho) (Rodriguez-Amaya, 2016; Khoo et al., 2017).

Os pigmentos naturais tém atraido muita atencdo da comunidade cientifica,
levando a realizacdo de estudos que se baseiam na caracterizacdo destes compostos e na
sua posterior aplicacdo, ndao s6 na inddstria alimentar como corantes naturais, mas
também na inddstria farmacéutica, usufruindo do seu potencial terapéutico (Rodriguez-
Amaya, 2016).

Dentro dos corantes naturais sollveis em agua, encontram-se as antocianinas
(Figura 2) que, quimicamente, pertencem ao grupo dos flavonoides. Estes compostos,
para além de serem responsaveis pela cor, exibem outras funcGes, nomeadamente, a
atracdo de agentes polinizadores, potencial antioxidante (que contribui como protetor das
plantas face a algumas doencas), e como protetores de ataques herbivoros e de stresses
abioticos. A somar a estas propriedades, ainda intervém contra as radiacdes ultravioleta e
contra as contaminages virais e microbianas (Sigurdson et al., 2017; Ongkowijoyo et al.,
2018).

Figura 2. Estrutura quimica de antocianinas.
Desenhada com o programa ACD/ChemSketch.
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Devido as suas propriedades terapéuticas e corantes, as antocianinas tém captado
muita atencdo por parte dos investigadores. Varios trabalhos demonstram que 0s
compostos antocianicos possuem efeitos positivos relativamente ao cancro, diabetes,
processos anti-inflamatorios e antimicrobianos, doencgas cardiovasculares e na prevencao
da obesidade (Braga et al., 2017; Gowd et al., 2017; Abdel-Aal et al., 2018; Xie et al.,
2018). As antocianinas estao, também, associadas a a¢do antioxidante justificada pela sua
deficiéncia em eletrbes e consequente reatividade perante as espécies reativas de oxigénio
(ROS). Diferentes estudos demonstraram que as antocianinas tém maior poder
antioxidante comparativamente a varios compostos antioxidantes, como o catecol e o
trolox (Martin et al., 2017a).

Embora j& tenham sido realizados varios estudos sobre a aplicabilidade de
corantes naturais em diversos sectores industriais, é na industria alimentar que tém sido
mais incorporados (Martins et al., 2016). O sector alimentar tem vindo a trabalhar no
desenvolvimento de técnicas que permitam, de forma eficaz, substituir os corantes
artificiais por alternativas naturais, que para além da sua funcdo de melhorar as
caracteristicas organoléticas dos produtos alimentares, sdo também benéficos para a
salde do consumidor (Cortez et al., 2017). Na Unido Europeia, as antocianinas sdo
identificadas com o codigo E163 e a sua incorporacdo pode ser efetuada em diversos
produtos, nomeadamente alguns queijos, cereais, doces, conservas e pastas de peixes
(Jornal Oficial da Uni&o Europeia, 2011).

1.2.1. Aspetos quimicos e propriedades das antocianinas

Os flavonoides sdo produtos do metabolismo secundario das plantas
caracterizados por terem um esqueleto de 15 carbonos na forma C6-C3-C6 (Figura 3).

Figura 3. Estrutura molecular dos flavonoides.
Desenhada com o programa ACD/ ChemSketch.
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Na natureza séo encontradas mais de 9000 estruturas de flavonoides, entre as quais
600 correspondem a compostos antocianicos estruturalmente distintos (Martin et al.,
2017b). Quimicamente, as antocianinas sdo glucosidos de antocianidinas (aglicona) e
tém como estrutura base o catido flavilico ou 2-fenilbenzopirilo, sendo que diferem entre
si através de diversos aspetos, particularmente, do nimero de grupos hidroxilo e/ou
metilico presentes na aglicona, da natureza, do numero e posicdo dos acucares e da
existéncia ou ndo de um grupo acilo (acidos alifaticos ou aromaticos ligados & molécula
de acUcar, que geralmente é a glucose) (Cortez et al., 2017; Teng et al., 2017).

As antocianidinas mais comuns nas plantas, e que representam maior interesse
sdo: cianidina (cor laranja-vermelho), delfinidina (cor azul-vermelho), malvidina (cor
azul-vermelho), pelargonidina (cor laranja-vermelho), peonidina (cor laranja-vermelho)
e petunidina (cor azul-vermelho) (Tabela 2), salientando-se a cianidina-3-glucdsido, pois
forma-se como resultado do pH baixo das plantas (Khoo et al., 2017; Martin et al., 2017b).

Estudos indicam que as antocianinas aciladas sdo mais estaveis, uma vez que a
acilacdo diminui a polaridade das antocianinas e impede a sua mudanca de tamanho
molecular e da estrutura espacial, o que leva a diminuicao da sua sensibilidade (Martin et
al., 2017b; Teng et al., 2017). Por este motivo, 0s compostos antocianicos mais adequados
para aplicar em produtos alimentares sdo as moléculas aciladas, todavia a estabilidade
pode variar consoante o numero de grupos acilo e os locais de acilacdo (Martin et al.,
2017D).

Sdo varios os fatores intrinsecos e extrinsecos que afetam e influenciam a
estabilidade das antocianinas aquando da sua incorporacdo, nomeadamente o pH do
produto em que se inserem, a temperatura de manipulagdo e armazenamento, a
composigdo quimica do produto (presenga de enzimas, proteinas, ides metalicos e até de
outros flavonoides) e a exposicdo a luz e ao oxigénio (Rodriguez-Amaya, 2016).
Contudo, para que estes compostos sejam utilizados como corantes naturais na industria

alimentar é extremamente importante garantir a estabilidade da cor.
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Tabela 2. Antocianinas mais comuns nas plantas.

Antocianinas Estrutura quimica R1 R2

Cor

OH
=

+ |

HO o o
Cianidina I OH H
= OAgdcar

OH

OH

Laranja vermelho

OH
OH

+ |

HO 0]
Delfinidina J\/\ OH OH OH
= O Aclcar

OH

Azul vermelho

o HO 0]
Malvidina j\/ OCH. OCHs  OCHs
= OAgicar

OH

Azul vermelho

OH
=

+ |

HO u] o
Pelargonidina ";L/OAgucar H H

OH

Laranja vermelho

HO 8]
Peonidina I\ OCHs H
= Ccicar

OH

Laranja vermelho

HO 0
3 x OH
Petunidina OCHs OH
L .
OAgicar

OH

Azul vermelho

(Fonte: Fernandes et al., 2014; Flores et al., 2016; Martin et al., 2017b).
Estruturas desenhadas com o programa ACD/ ChemSketch.
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1.2.2. Meétodos de extracao e estabilizacio

As antocianinas podem ser encontradas em varias fontes naturais nomeadamente
em frutos, cereais, folhas, flores e raizes (Figura 4). Quando se procede a sua extracao,
tal como com outros compostos naturais, é necessario realizar um pré-tratamento da
amostra de modo a evitar a oxidacao e, consequentemente, degradacdo dos compostos;
para tal, recorrer-se a secagem, liofilizacdo ou congelacdo da amostra (Martin et al.,
2017a, 2017b).

Figura 4. Matrizes naturais ricas em antocianinas.
(Adaptada de Martin et al., 2017a; Flores et al., 2016).

No que diz respeito aos métodos de extracdo, estes podem ser variados
dependendo da matriz natural e do objetivo final do trabalho. Porém, uma das técnicas
mais utilizadas, é a extracdo por maceracdo, que para além de ser a técnica mais simples
e econdmica, promove de forma eficaz a extracdo de compostos ativos recorrendo a
solventes organicos, ou a misturas agua/alcoois, e pode ser executada com ou sem
temperatura e agitacdo (Albuquerque et al., 2017).

Devido a grande aplicabilidade dos compostos antocianicos existe um maior
interesse em utilizar métodos de extracdo mais eficientes, com tempos mais curtos, de
forma a aumentar o rendimento destas moléculas. Como exemplo existem as extragdes
de fase soélida, fluido supercritico, fluido pressurizado, assistida por micro-ondas,
assistida por ultrassom, assistida por enzimas, entre outras (Martin et al., 2017b;
Ongkowijoyo et al., 2018). Na Tabela 3 estdo mencionados varios estudos de extragdo
de antocianinas, onde se recorre a distintas técnicas com diferentes solventes,

temperaturas, poténcia/frequéncia e pressao dependendo da técnica aplicada.
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Tabela 3. Técnicas de extragdo de antocianinas.

CondicGes de extracdo

Técnica de Planta Parte Referéncia
extracéo usada Poténcia/ .
Solvente Temperatura Frequéncia Pressao
(°C)/ Tempo (W/ kH2) (MPa)
Metanol Temperatura
Rubus L e -
fruticosus L Fruto acidificado ambiente [1]
' (HCI1 0,01%) 24h
Maceragéo
O. basilicum Metanol 40
var. Folhas acidificado h [2]
purpurascens (HCI10,1%)
Rubus Etanol 80°C
Soxhlet fruticosus L. Fruto Metanol 5h (1]
Fluido - 90% CO2 o
supercritico r;/aﬁtglllrugnlj Fruto 5% de agua 40°C 20MPa [3]
com COz Y ' 5% de etanol
" Agua o
r:]/aftﬂl'::s? Fruto acidificada 303((): 20MPa [3]
Y ' (pH=2,0)
Euterpe edulis Agua 5
Mart. Fruto acidificada 40°C 10MPa (4]
Liquido
pressurizado Rubus Etanol:agua 100°C
fruticosus L. Fruto (50:50) 35 7,5MPa (1]
Eutéticos
Vitis vinifera profundos 65°C
cv. O Plavac Fruto (cloreto de 50° 35kHz [5]
mali colina:acido
oxalico (1:1))
. Metanol a o
MoruE nigra Fruto 76% 418053 [6]
' (PH=3)
Metanol
Extracdo Fracaria s Fruto acidificado 20°C 7
assistida por garia spp (0,20% de 10 (7]
ultrassom HCI)
Etanol a 70%
Vaccinium Acidificado 40°C
myrtillus L. Fruto (HCI-pH 2,0 £ 50° 40 kHz (8]
0,1)
x Prunus Metanol 80% o
asEi);ttzggaoor cerasus var. Fruto acidificado %()9(: 400W [9]
. P Marasca (HCI 0,1%)
micro-ondas
. Prunus
Extragdo - Celulase 4°C
assistida por nepalensis L. Fruto (10% E/S) 180° (10]
enzimas

[1] Machado et al., 2015; [2] Phippen & Simon, 1998; [3] Paes et al., 2014; [4] Garcia-Mendoza et al., 2017; [5] Bubalo et
al., 2016; [6] Espada-Bellido et al., 2017; [7] Canuto et al., 2016; [8] Rocha et al., 2018; [9] Garofuli¢ et al., 2013; [10] Swer

etal., 2016.
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Num estudo levado a cabo por Machado et al. (2015), sdo comparadas técnicas de
extracdo de antocianinas de Rubus fruticosus L., onde o maior rendimento de extracéo,
expresso em miligramas de equivalentes de cianidina-3-O-glucésido (C3G)/grama de
residuo fresco (RF), foi obtido utilizando uma metodologia de extragdo por Soxhlet com
etanol (1,68 + 0,23 mg C3G/g RF) e a técnica de liquido pressurizado com etanol a 50%,
foi a que apresentou menor rendimento (1,02 + 0,11 mg C3G)/g RF). Porém, quando se
faz a comparacdo com os tempos de extracdo conclui-se que € mais rentavel realizar uma
extracdo por liquido pressurizado que demora 35 minutos do que uma extragdo por
Soxhlet que leva 5 horas.

Paes et al. (2014) fizeram extracdo de antocianinas de Vaccinium myrtillus L., e
obtiveram os melhores rendimentos, expressos em mg de antocianinas/100 g de extrato,
utilizando uma extracdo por Soxhlet com etanol (457 + 2 mg/100 g), liquido pressurizado
com agua 100% acidificada (263 £ 07 mg/100 g) e fluido supercritico com 90% CO; +
5% H>0 + 5% de etanol (1071 + 64 mg/100 g).

Independentemente do procedimento de extracdo escolhido é fundamental a sua
otimizagdo, uma vez que normalmente, os pardmetros de otimizag&do incidem sobre o
solvente e a relacdo tempo/temperatura da extracdo (Martin et al., 2017b). Assim, a
escolha do solvente tem de ter por base a estrutura quimica das antocianinas, que sao
constituidas por agliconas apolares, onde as substituicdes nos anéis aromaticos sao
maioritariamente polares, por isso o solvente deve ser, preferencialmente, uma mistura
de alcool/dgua (Martin et al., 2017b). O alcool mais usado é o etanol (pois ndo é
considerado tdéxico nem na industria alimentar nem na pratica clinica), embora se possa
também utilizar metanol, acetona e acetonitrilo. O solvente de extracdo deve ser
suficientemente acidificado, o quanto basta, para que as antocianinas ndo sofram hidrélise
parcial das fracGes acilo e mantenham a sua forma de catido flavilico (cor vermelha), que
é a forma mais estavel das antocianinas (Flores et al., 2016; Teng et al., 2017). De forma
a ajustar o pH das antocianinas recorre-se aos acidos cloridrico, citrico, malico, ascorbico,
tartarico e acetico (Ongkowijoyo et al., 2018).

Tendo em conta a relacdo tempo/temperatura de extracdo, obtém-se maior
quantidade de antocianinas quando se realizam extracgdes a curto tempo, dependendo do
tipo de metodologia aplicada. Contudo, se as extracdes utilizarem tempos longos, para se
conseguir maior rendimento de extracdo o ideal é executa-la a temperatura ambiente, a

fim de evitar a degradacdo dos compostos antocianicos (Flores et al., 2016). No entanto,
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este principio ndo é linear, uma vez que, a aplicacdo de temperaturas moderadas a tempos
curtos, pode aumentar o rendimento de extracdo destes compostos (Tabela 3).

De forma a fazer uma avaliacdo da influéncia destas trés variaveis (tempo,
temperatura e solvente) sobre o rendimento de extracdo de antocianinas de matrizes
naturais, tem-se recorrido a metodologia de superficie de resposta (MSR). Esta € uma
ferramenta estatistica utilizada na otimizacdo de processos de extracdo, essencial a nivel
industrial uma vez que garante as condi¢Ges de forma a maximizar o rendimento de
extragcdo com 0 menor gasto de tempo e reagentes, uma vez que se baseia na avaliagéo de
um fator de cada vez, de forma a prever as condi¢des 6timas e as interacdes entre variaveis
(Alexandre et al., 2017b, 2017a).

Com o intuito de caracterizar as amostras de antocianinas, ap6s extracdo, sao
utilizadas vérias técnicas de separac¢do, detecdo e quantificacdo dos compostos presentes
(Martin et al., 2017b). O método de separacdo mais utilizado nas amostras de antocianinas
¢ a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), onde a fase movel € altamente &cida
(pH=2) de modo a evitar a interconversdo das moléculas dependentes do pH, mantendo-
se a forma de catido flavilico.

A detecdo com um detetor de diodos (DAD) e por espectrometria de massa (MS),
sdo duas técnicas frequentemente utilizadas como métodos cromatograficos de detecao
de compostos antocianicos, sendo 0 MS (espectrometro de massa) o detetor mais usado.
A MS ¢é uma técnica que fornece dados qualitativos e quantitativos estruturais das
antocianinas, como por exemplo: a estrutura global das agliconas, o tipo e nimero de
acucares que tem associados e a existéncia de outras substituicGes, bem como a sua
identificacdo. A banda de absor¢do méxima de antocianinas em DAD esta na faixa dos
520-560 nm (Martin et al., 2017b; Ongkowijoyo et al., 2018).

Segundo a literatura, as antocianinas s&o compostos com baixa estabilidade e,
consequente, perda de cor o que dificulta a sua aplicabilidade nas industrias alimentar e
farmacéutica. De modo a contornar esta desvantagem, a comunidade cientifica tem
procurado métodos quimicos e fisicos de estabilizacéo, tendo como finalidade aumentar
0 tempo de prateleira de produtos processados corados com antocianinas e também
aumentar a sua biodisponibilidade no organismo (Flores et al., 2016; Martins et al., 2016).
A estabilidade pode recair sobre a copigmentacéo, que se baseia na adi¢cdo de compostos,
nomeadamente aminoacidos, nucleotidos, alcaloides, acidos organicos, outros

flavonoides, polimeros, metais, ou polissacaridos, ao extrato com a finalidade de reduzir

14



Introdugéo

a degradacdo dos pigmentos. A adi¢do de polimeros leva a formacdo de complexos,
polimero/antocianina. Sendo as proteinas um exemplo de polimeros, estas ligam-se as
antocianinas atraves de ligacGes de hidrogénio, forcas hidrofébicas ou hidrofilicas e
forcas de van der Waals, obtendo-se complexos estaveis. No entanto, o grau de
estabilidade vai depender da estrutura proteica, da temperatura e do pH (Arroyo-Maya et
al., 2016; Cortez et al., 2017).

A estabilidade também pode ser controlada por microencapsulacdo, que consiste
na construcdo de um revestimento em volta dos agentes bioativos, que funcionara como
uma barreira protetora, impedindo a concretizacdo das reac@es quimicas e fisicas durante
0 armazenamento do produto processado, mantendo assim, as suas propriedades
bioldgicas e funcionais (Bakry et al., 2016). Esta técnica também promove a libertacéo
controlada dos compostos bioativos, favorece o seu transporte e manipula e/ou mascara
0 sabor indesejavel (Martin et al., 2017a).

Nos ultimos anos, 0s corantes naturais tém recebido uma consideravel atencédo
pois, diversos estudos tém constatado que ndo sdo prejudiciais para a salde,

comparativamente aos corantes artificiais.

1.3.  Utilizagdo de corantes naturais na industria alimentar

A alimentacdo representa uma necessidade basica para a sobrevivéncia do ser
humano, contudo a pratica alimentar tem vindo a mudar positivamente ao longo do
tempo. Dessa forma, a industria alimentar tem investido em técnicas de conservacao e
melhoria dos alimentos, com o objetivo principal de preservar a qualidade dos produtos
alimentares durante o seu processamento, transporte e armazenamento. Este fim &
atingido com recurso a refrigeracdo, embalagens apropriadas e, também, aditivos, de
modo a evitar a deterioragdo, minimizando as alteragbes dos produtos processados
(Carocho et al., 2015b).

Segundo o Codex Alimentarius (1995) define-se como aditivo alimentar
“qualquer substancia que, normalmente, ndo é consumida como alimento por si s6 nem
usada como ingrediente, tendo ou néo valor nutritivo, sendo intencionalmente adicionada
aos alimentos com um proposito tecnologico (e organolético) no seu fabrico,

processamento, acondicionamento, transporte ou armazenamento, de modo a originar
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possiveis alteraces que, podendo ser diretas ou indiretas, afetam as caracteristicas do
alimento”.

O termo ndo inclui contaminantes ou substancias adicionadas de forma a manter ou
melhorar as qualidades nutricionais dos alimentos. Esta definig&o foi proposta em 1995
conjuntamente pela Organizacdo das Nacgdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura
(FAO) e pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), e revista nos anos subsequentes,
sendo a ultima reviséo de 2018 (Codex Alimentarius, 1995). Assim, de forma sucinta, 0s
aditivos alimentares sdo todas as substancias que, tém como objetivo manter, conceder
ou intensificar as caracteristicas fisicas e organolépticas do produto alimentar onde sédo
incorporados, impedindo alteracBes do produto final, como perda de cor e sabor,
crescimento de microrganismos, entre outras (Karunaratne & Pamunuwa, 2017).

A aplicabilidade dos aditivos apenas é possivel quando nao apresentam risco para
a salde do consumidor nem o induzem em erro, levando-o a escolher produtos que nédo
correspondem aos seus rétulos. Deste modo, estes tém de apresentar pelo menos uma
vantagem, baseando-se na conservacdo da qualidade nutricional dos alimentos, no
fornecimento de ingredientes ou componentes essenciais destinados a grupos de
consumidores com necessidades dietéticas especiais, na melhoria da conservacao ou da
estabilidade de um alimento de forma a mudar positivamente as suas caracteristicas
organoléticas e no fornecimento de ajuda no processo tecnoldgico, desde que ndo seja
aplicado para encobrir o uso de matéria-prima defeituosa ou de mas praticas de
manipulacdo (Codex Alimentarius, 1995).

Os aditivos alimentares abrangem uma pandplia de classes, nomeadamente
conservantes, acidificantes, texturizantes, espessantes, humidificantes, anti-
humidificantes, corantes e aromatizantes (Carocho et al., 2014).

Os agentes conservantes dividem-se em antimicrobianos, antioxidantes e agentes
anti-escurecimento; por outro lado, os agentes corantes (artificiais) podem ser compostos
azo, derivados quinoftalona, compostos triarilmetano e xantenos. Ja a classe dos agentes
aromatizantes contém edulcorantes, aromas naturais e artificiais e intensificadores de
sabor. Por fim, os agentes texturizantes incluem emulsionantes e estabilizadores (Carocho
etal., 2014).

E importante que a identificagio dos aditivos alimentares seja universal, de modo
a que os consumidores entendam o rotulo de qualquer produto alimentar no que diz

respeito a sua composicdo em aditivos. Deste modo, foi criada uma nomenclatura
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simplificada iniciando-se com a letra E e seguido de um codigo numérico, qualquer
aditivo alimentar (Carocho et al., 2014).

Na Europa existe uma base de dados com os aditivos legais em todo o seu
territdrio, sendo que no Regulamento 1129 de 2011 estdo listados todos os aditivos
aprovados na UE, bem como a dose diaria admissivel (DDA) de cada produto. A DDA
pode ser apresentada em miligramas de aditivo por quilograma de massa corporal (mg/kg)
ou quantum satis, que significa que ndo existe um nivel méximo numérico especifico e
que, por isso, as substancias devem ser utilizadas de acordo com as boas praticas de
fabrico, ndo ultrapassando a quantidade necessaria para alcancar o objetivo pretendido
(Carocho et al., 2014).

A identificacdo dos aditivos é complementada com uma série de 3 a 4 algarismos,
sendo que o primeiro diz respeito ao tipo de aditivo em questdo, E1 corantes, E2
conservantes, E3 antioxidantes e reguladores de pH, E4 espessantes, estabilizantes e
emulsionantes, E5 corretores de acidez e substancias minerais, E6 potenciadores de sabor,
E7 antibioticos, E9 agentes de vitrificacdo e edulcorantes e de E10 a E15 sdo produtos
quimicos adicionais (Karunaratne & Pamunuwa, 2017). A Autoridade Europeia para a
Seguranca dos Alimentos (EFSA) e a Food and Drug Administration (FDA,
Departamento de Salde e Servicos Humanos dos Estados Unidos) sdo os principais
reguladores de aditivos alimentares (Carocho et al., 2014).

Cada vez mais, 0s consumidores exigem produtos nutritivos e saudaveis e ao
mesmo tempo deliciosos e atrativos. Deste modo, sendo a cor um atributo organolético,
corresponde ao primeiro fator de aceitacdo e selecdo de alimentos (Martins et al., 2016).
A FDA (2010) define um corante como “qualquer corante, pigmento ou substancia que,
quando adicionado ou aplicado a um alimento, medicamento ou cosmético, ou ao corpo
humano, é capaz (isoladamente ou através de reacBes com outras substancias) de
transmitir cor”.

Assim, os corantes alimentares sdo utilizados para compensar a descoloracao que
ocorre como resultado da exposi¢do do produto ao ar, ao sol, a humidade, a temperaturas
extremas e as condi¢fes de armazenamento. Aplicam-se, também, como forma de
compensar as Vvariagbes naturais ou Sazonais que ocorrem nas matérias-primas
alimentares por consequéncia do processamento e acondicionamento, e para intensificar
a cor que naturalmente ocorre nos alimentos (Seguranca Alimentar - Aditivos

Alimentares, n.d.).
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Existem trés grupos de corantes alimentares, os naturais (que sdo obtidos
naturalmente), os idénticos a natureza (que sdo sintetizados na inddstria mas séo iguais
aos extraidos da natureza) e os artificiais (que s&o de sintese quimica feita pela industria
e ndo existem na natureza) (Carocho et al., 2015b). Ao longo do tempo a utilizacdo de
corantes alimentares tem aumentado, porém existem controvérsias e discordias quanto
aos seus efeitos sobre a satde, o que leva a preferéncia pelos naturais (com DDA quantum
satis), por parte ndo s6 do consumidor, mas também da industria alimentar (Carocho et
al., 2014).

Os corantes naturais sdo cada vez mais utilizados nos alimentos processados e de
acordo com o regulamento (EU) N.o 1129/3011 da Comissdo, de 11 de Novembro de
2011, dentro dos corantes naturais autorizados para aplicacdo alimentar, encontra-se o
corante curcumina (E100), riboflavina (E101), cochonilha, &cido carminico, carminas
(E120), clorofilas e clorofilinas (E140), complexos cupricos de clorofilas e clorofilinas
(E141), caramelo simples (E150a), caramelo sulfitico caustico (E150b), caramelo de
amonia (E150c), caramelo sulfitico de amonia (E150d), carvao vegetal (E153), carotenos
(E160a), anato, bixina, norbixina (E160Db), extrato de pimentdo, capsantina, capsorubina
(E160c), licopeno (E160d), beta-apo-8'-carotenal (C 30) (E160e), luteina (E161b),
vermelho de beterraba, betanina (E162), antocianinas (E163), carbonato de célcio (E170),
dioxido de titdnio (E171), éxidos e hidréxidos de ferro (E172), aluminio (E173), prata
(E174) e ouro (E175) (Jornal Oficial da Unido Europeia, 2011). Na Tabela 4 estdo
representados exemplos de corantes alimentares naturais, bem como algumas das suas
aplicacdes na industria alimentar e a sua DDA.

A utilizacdo de corantes pela industria alimentar ndo é recente, muito pelo
contrario, hd milhares de anos que se recorre a corantes para melhorar o aspeto dos
produtos alimentares, sendo que os primeiros corantes tiveram origem animal, mineral e

vegetal (Harasym & Bogacz-Radomska, 2016).
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Tabela 4. Exemplos de corantes naturais e respetivas aplicagdes na industria alimentar.

Designacéo, cor e fonte
do corante natural

Aplicacédo na indastria alimentar

Teor maximo

(mg/kg)

Curcumina
(E100)

Amarela alaranjada

Raiz da Curcuma L.

Queijos fundidos aromatizados.

Emulsdes de gorduras e 6leos, pastas de barrar, doces, geleias,
granulos e flocos secos de batata.

Enchidos, patés e terrinas de carne.
Pastas de peixe e de crustaceos e peixe fumado.
Crustéceos pré-cozidos.

Vinho e bebidas aromatizadas a base de vinho.

100

quantum satis

20

quantum satis
250

100

Riboflavina
(E101)

Amarela alaranjada

Saccharomyces
cerevisiae

Conservas de frutos vermelhos.
Produtos horticolas em vinagre, 6leo ou salmoura.

Pastas de peixe e de crustaceos, peixe fumado e crustaceos pré-
cozidos.
Bebidas aromatizadas a base de vinho.

quantum satis
quantum satis

quantum satis

100

Clorodfilas e clorofilinas
(E140)

Verde

Urtica L.

Queijos curados, Sage derby.
Conservas de frutos vermelhos, doces, geleias, marmeladas.
Produtos horticolas em vinagre, 6leo ou salmoura.

Pastas de peixe e de crustaceos e crustaceos pré-cozidos.

quantum satis
quantum satis
quantum satis

quantum satis

Carotenos
(E160a)

Amarelo alaranjado

Daucus carota subsp.
sativus

Queijos e produtos a base de queijos curados de cor laranja,
amarela e branco-creme e queijo fundidos.

EmulsGes de gorduras e 0leos, pastas de barrar, doces, geleias,
marmeladas.

Conservas de frutos vermelhos.

Cereais para pequeno-almocgo aromatizados com fruta.
Produtos horticolas em vinagre, 6leo ou salmoura.
Enchidos, patés e terrinas de carne.

Pastas de peixe e de crustaceos, peixe fumado e crustaceos pré-
cozidos.

quantum satis

quantum satis

quantum satis
quantum satis
quantum satis
quantum satis

quantum satis

Antocianinas
(E163)

Vermelhas, azul ou roxo

Bagaco de Vitis vinifera
L.

Queijo e produtos base de queijos curado de pasta vermelha
marmoreada (ou jaspeada).

Conservas de frutos vermelhos, doces, geleias e marmeladas.
Cereais para pequeno-almoco aromatizados com fruta.
Produtos horticolas em vinagre, 6leo ou salmoura.

Pastas de peixe e de crustaceos, peixe fumada e crustaceos pré-
cozidos.

quantum satis

quantum satis
200
quantum satis

quantum satis

Fonte: Jornal Oficial da Unido Europeia, 2011

1.3.1.

Sendo a prevengdo da doenga o “tratamento” eleito pelos consumidores, a sua

Corantes naturais vs corantes artificiais

atencdo tem estado particularmente direcionada para os rétulos dos produtos alimentares,
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farmacéuticos e cosméticos, recaindo a sua preferéncia sobre produtos que contenham
ingredientes naturais seguros (Carocho et al., 2014; Ghazali et al., 2017).

No que diz respeito a indUstria alimentar existe um grande avango na substitui¢éo
de corantes artificiais por naturais, devido aos efeitos prejudiciais de alguns corantes
artificiais nomeadamente, urticarias, asma e reacdes imunologicas. Contudo, 0s corantes
artificiais continuam a ser muito utilizados, pois sdo poucas as evidéncias cientificas que
demonstram inequivocamente os seus efeitos secundarios, principalmente a médio e
longo prazo (Carocho et al., 2014; Rodriguez-Amaya, 2016).

A substituicdo de aditivos artificiais por naturais pode levar a que a utilizacdo dos
primeiros fique proibida, porém ndo é uma decisdo unanime sendo que podem ser
proibidos em alguns paises e autorizados em outros (Martins et al., 2016).

Segundo Sigurdson et al. (2017), a coloracdo dos alimentos tera surgido por volta
de 1500 a.C., sendo os primeiros corantes naturais derivados de acafrao, paprica, curcuma
e de vérias flores (Figura 5). Atualmente, existe uma grande variedade de corantes
naturais, porém nem sempre a sua aplicacdo é rentdvel devido aos procedimentos
necessarios, desde a recolha da matriz até ao isolamento da molécula corante que se

pretende.

Figura 5. Corantes alimentares.
Fonte: Google Imagens

A classificagdo dos corantes naturais pode depender de varios fatores, sendo um
deles a sua fonte natural. Estes podem ser de origem vegetal (como carotenoides e
antocianinas), animal (como purinas e antraquinonas), microbiana (como carotenoides e
pigmentos de Monascus) e mineral (como 6xido de cromo). A classificacdo quimica é
outra varidvel de categorizacdo dos pigmentos naturais, sendo que estes compostos
podem derivar de flavonoides, isoprenoides, pirréis e N-heterociclicos (Tabela 5)
(Shahid et al., 2013; Sigurdson et al., 2017).
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Tabela 5. Classificagdo quimica dos corantes naturais.

Grupo
Quimi Compostos Estrutura Cor Fontes
uimico

Frutos,

Azul, )
. o vegetais,
Flavonoides  Antocianinas vermelho .
cerais e
€ roxo
flores
Plantas
superiores,
HaC Amarelo, .
. . H:C . bactérias,
Isoprendides  Carotenoides laranja e ;
ungos,
. vermelho
? leveduras
CHg B-caroteno e insetos
Frutos e
Pirrois Clorofilas Verde vegetais
verdes
R R,
1\ +/ B
H Laranja-
Plantas e
N- amarelo,
. . fungos
heterociclos  Betalainas | vermelho-

J\ violeta

HOOC | COOH

N
Fonte: Kang et al., 2018; Martin et al., 2017b; Polturak & Aharoni, 2017; Sigurdson et al., 2017. Estruturas desenhadas
com o programa ACD/ChemSketch.

Os corantes naturais também se podem classificar segundo a cor que apresentam.
Os pigmentos vermelhos, tais como as antocianinas em pH acido e as betalainas em pH
acido e neutro, sdo dos mais utilizados na industria alimentar, uma vez que, para além de
aparecerem naturalmente em muitas frutas e vegetais, sdo também considerados
estimuladores do apetite (Gerardi et al., 2015; Sigurdson et al., 2017). Atualmente, estes
corantes incorporam-se em alimentos como bebidas, produtos lacteos, carnes e cereais.
Por outro lado, os carotenoides (como a e B-caroteno e licopeno) e a curcumina sao

responsaveis pela coloracdo laranja-amarelo e podem ser aplicados em margarinas,
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produtos cozidos, doces, molhos, temperos, sopas, produtos lacteos e cereais. A cor roxa
¢ obtida através da mistura de pigmentos vermelhos e azuis, como antocianinas e
espirulinas. O azul pode ser obtido com a utilizacdo de antocianinas em pH mais elevado
quando comparado com a cor vermelha. A clorofila € um dos pigmentos verdes mais
abundantes na natureza, porém a sua aplicacdo no ramo alimentar € limitada, pois € um
composto altamente instavel perdendo com facilidade a cor. O castanho, o preto e o
branco sdo outras cores que 0s compostos corantes naturais também podem apresentar
(Newsome et al., 2014; Rodriguez-Amaya, 2016; Sigurdson et al., 2017).

Atualmente, hd uma grande variedade de compostos corantes de origem natural e
artificial. No entanto, embora os pigmentos naturais tenham sido os primeiros a serem
aplicados com a funcdo de corante, a sua aplicagéo teve uma queda significativa, isto
porque para além do tempo de obtencdo de um corante natural ser elevado, tinha também
associada a necessidade de uma grande quantidade de matéria prima. Isto levou a
indUstria a investir no desenvolvimento de corantes artificiais, recorrendo a sintese
quimica e deixando os pigmentos naturais de lado (Shahid et al., 2013).

O primeiro corante artificial orgénico, de cor purpura, foi sintetizado em 1856
pelo quimico William Henry Perkin que o designou como malveina e, mais tarde, ficou
conhecido como malva (Figura 6). Apo6s essa data varios corantes organicos foram
sintetizados pois apresentavam baixo custo de producéo, alta e facil estabilidade quimica,
bem como alto poder de coloragdo dos produtos (Pérez-lbarbia et al., 2016).

CH5

Figura 6. Estrutura quimica da malveina.
Desenhada com o programa ACD/ ChemSketch.

Os corantes artificiais incluem os corantes azo que sdo caracterizados pela
presenca do grupo funcional N = N. Quando os compostos deste grupo sdo reduzidos a
aminas aromaticas podem tornar-se prejudiciais, pois algumas dessas aminas aromaticas

sdo toxicas, mutagénicas e cancerigenas (Carocho et al., 2014).
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A tartarazina com coloracdo amarela (Figura 7) € um corante alimentar do grupo
azo, aprovado pela UE e identificado com o codigo E102. E derivado do alcatréo hulha e
solivel em &gua, estando presente em alimentos, bebidas, medicamentos e cosméticos,
com uma DDA de 7,5 mg/kg/dia (Li et al., 2014; Lipskikh et al., 2017). Este corante €
um dos mais controversos, pois ha estudos que o consideram seguro quando consumido
segundo a DDA estabelecida, no entanto, existem outros estudos que evidenciam, nao s
a sua toxicidade em linfocitos humanos, mas também a sua contribuicdo para a cirrose
biliar priméria, promocdo da peroxidacdo lipidica e efeitos negativos sobre o
comportamento intelectual das criangas (Carocho et al., 2014, Li et al., 2014).

O amaranto (Figura 7) é outro corante azo com coloracdo vermelha, que esta
aprovado na UE mas proibido nos EUA e identifica-se pelo codigo E123. Este corante é
derivado do petroleo e é aplicado em alimentos, bebidas, medicamentos e na inddstria
cosmética, com uma DDA de 0,15 mg/kg/dia. E também aplicado na colorago de téxteis,
como 13 e seda, e em fotografias (Sarikaya et al., 2012; Carocho et al., 2014; Lipskikh et
al., 2017). A proibicdo do seu consumo nos EUA esta relacionada com o facto de
existirem estudos que comprovam o seu potencial carcinogéneo e embriotdxico, assim
como se demostrou a sua interferéncia negativa no desenvolvimento mental das criancas,

podendo causar hiperatividade (Sarikaya et al., 2012; Wang et al., 2018).
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Figura 7. Estrutura quimica da tartarazina (A) e do amaranto (B).
Desenhadas com o programa ACD/ ChemSketch.

O corante artificial amarelo de quinoleina (E104) (Figura 8) é derivado de

quinoftalona e apresenta uma cor amarelo-verde. Este aplica-se em alimentos,
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medicamentos e cosmeéticos, com DDA de 10 mg/kg/dia, estando a sua utilizacdo
autorizada na UE. Porém, vérios estudos suscitam duvidas sobre a sua seguranca, pois
evidenciam doencas relacionadas com o seu consumo, tais como asma, erupgdes cutaneas
e, tal como outros corantes artificiais, apresenta efeitos prejudiciais no comportamento
das criancas, causando hiperatividade, irritabilidade, impulsividade, falta de atencéao e de
autocontrolo, podendo também ser a razdo de algumas doencas neurologicas (Leleu et al.,
2013; Carocho et al., 2014; Gao et al., 2014).

ooy
VERVAR
H — ¥=1,2,3

(SO,Nay),

Figura 8. Estrutura quimica do amarelo quinoleina.
Desenhada com o programa ACD/ ChemSketch.

Os compostos triarilmetano sdo um grupo de corantes artificiais que possuem uma
estrutura de trifenilmetano com varios substituintes nos aneis de arilo, como grupos de
halogénio, alquilo, acido sulfénico e acido carboxilico. S&o utilizados nas tintas das
canetas esferograficas, nos marcadores com ponta de feltro e nas canetas com ponta de
fibra (Germinario et al., 2017). O azul brilhante FCF (E133) (Figura 9) faz parte destes
compostos, estando a sua aplicacdo autorizada na UE e pode ser aplicado em alimentos e
cosmeéticos, com uma DDA de 10 mg/kg/dia. Todavia a utilizacdo deste corante engloba,
também, téxteis, couros, plasticos, papéis, tintas de impressdo e produtos domésticos
(Lucova et al., 2013). A sua seguranca € questionavel, pois alguns estudos indicam que
tem influéncia na respiracdo mitocondrial e provoca muta¢Ges somaticas indicadas pelo
teste de mancha da asa de Drosophila melanogaster. Alguns autores desaconselham o
consumo de doces que contenham este tipo de corantes, devido a sua absorcdo atraves da

mucosa lingual (Carocho et al., 2014).
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Figura 9. Estrutura quimica de azul brilhante.
Desenhada com o programa ACD/ ChemSketch.
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A eritrosina (E127) (Figura 10) é um corante artificial xanteno, solivel em agua,
de coloracédo vermelha, e a sua utilizacdo esta aprovada na UE, podendo ser incorporada
em alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos, com DDA de 0,1 mg/kg/dia. Para
além disso, pode ser também incluida em tintas de impressdo. Alguns estudos revelaram
toxicidade associada a este composto, causando varias alergias, problemas de tiroide,
anemia, neurotoxicidade e efeitos carcinogénicos (Carocho et al., 2014; Nayak & Shetti,
2016).

Ma

Figura 10. Estrutura quimica de eritrosina.
Desenhada com o programa ACD/ ChemSketch.

Por fim, os corantes artificiais indigo, caracterizados por conterem coloracao azul
sdo aplicados maioritariamente na industria téxtil. Relativamente a industria alimentar, €
um corante proibido na UE, no entanto nos EUA é autorizada a aplicacdo de indigo
carmim, pois a probabilidade de ocorréncia de reacbes adversas é baixa quando
administrado em quantidades estabelecidas pela entidade reguladora (Carocho et al.,
2014; Martin et al., 2016; Pereira et al., 2017).

Independentemente de muitos dos corantes artificiais apresentarem efeitos
negativos para o consumidor, a inddstria alimentar continua a recorrer a sua utilizagéo,
porém de uma forma preventiva, ndo ultrapassando o teor maximo recomendado na
incorporacdo em alimentos (Sigurdson et al., 2017). Na Tabela 6, apresentam-se alguns
corantes artificiais bem como a sua utilizagédo aprovada na UE e o teor maximo para cada

grupo de alimentos.
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Tabela 6. Exemplos de corantes artificiais e respetivas aplicacdes na inddstria alimentar.

Designacéo e cor

Aplicacao na industria alimentar

Teor maximo (mg/kg)

) Queijos fundidos aromatizados 100

Tartarazina
(E102) Puré de ervilhas transformado e ervilhas (em conserva) 100

Pastas de peixe e de crustaceos e peixe fumado, 100
Amarela

Crustaceos pré-cozidos. 250

Vinho e bebidas aromatizadas a base de vinho. 100
Amarelo de quinoleina  Queijos fundidos aromatizados 100
(E104) Pastas de peixe e de crustaceos 100
Amarelo-baco Vinho e bebidas aromatizadas & base de vinho. 100
Amarante Ovas de peixe. 30
(E123) . .

Bebidas espirituosas. 30
Vermelho Vinhos aperitivos. 30

Bebidas aromatizadas a base de vinho. 100
Eritrosina Cerejas de cocktail e cerejas cristalizadas. 200
(E127)

Cerejas Bigarreaux em calda e em cocktail. 150
Vermelho

Conservas de frutos vermelhos. 200
Azul brilhante FCF i ) )
(E133) Puré de ervilhas transformado e ervilhas (em conserva). 20

Carne ndo transformada. quantum satis
Azul

Bebidas alcodlicas com menos de 15% de alcool. 30

Puré de ervilhas transformado e ervilhas (em conserva). 10
Verde S Doces, geleias, marmeladas. 100
(E142) Pastas de barrar semelhantes de frutas e produtos horticolas 100
Verde Pastas de peixe e de crustaceos. 100

Crustaceos pré-cozidos. 250

Fonte: Jornal Oficial da Uni&o Europeia, 2011

Dos corantes artificiais permitidos na UE e listados no Anexo V do Regulamento
(CE) n° 1333/2008 (2008), constam: amarelo-sol (E110), amarelo de quinoleina (E104),
carmosina/azorubina (E122), vermelho allura (E129), tartarazina (E102) e ponceau 4R
(E124). No entanto, a sua utilizacdo esta restrita a seguinte condicdo: toda a comida ou
bebida que contenha qualquer uma destas substancias deve conter no seu rotulo uma
informagdo que apresente 0 nome ou nimero do(s) corante(s) seguido da frase “pode
causar efeitos negativos na atividade e na atencéo das criangas” (Carocho et al., 2014).
Em suma, 0s corantes naturais apresentam maiores vantagens comparativamente com os

artificiais, pois ndo tém efeitos secundarios associados e a grande parte deles sdo
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ingredientes funcionais, atuando como promotores de saude (Martins et al., 2016).
Contudo, ndo se devem generalizar as substituices de corantes artificiais por naturais,
pois o0s segundos apresentam menor estabilidade, menor poder corante e maior
probabilidade de interagirem com outros compostos (Sigurdson et al., 2017), tendo
também que passar obrigatoriamente por todos os testes de seguranca até chegar ao

consumidor.

1.3.2. Utilizacao de antocianinas

Atualmente, o facil acesso a informacéo leva a que os consumidores estejam mais
atentos aos produtos que consomem e, consequentemente, optem por aqueles que nao
apresentam riscos para a sua saude. Para que as necessidades e preferéncias dos
consumidores continuem a ser tidas em conta, as industrias tém investido na substitui¢do
de corantes artificiais por pigmentos naturais seguros. Com este objetivo, tém sido feitos
muitos estudos a fim de desenvolver metodologias que permitam isolar e estabilizar os
corantes obtidos atraves de matrizes naturais. Uma das classes de corantes naturais mais
estudadas sdo as antocianinas, que tal como ja referido, apresentam sensibilidade a
inimeras variaveis nomeadamente, luz, pH, temperatura, humidade, salinidade e
condicdes de stresse (Martins et al., 2016).

A coloracéo das antocianinas depende maioritariamente do pH, apresentando uma
disparidade significativa de cores, tal como representado na Figura 11. Em meio aquoso,
apresentam cor vermelha a pH 1-3, sdo incolores a pH 4-5, roxas a pH 6-7, azuis a pH=
7-8 e amarelas a pH 8-9 (Ananga et al., 2013).

Estas distintas coloragdes levam a um maior interesse da industria, pois estes
compostos podem ser incorporados em varios produtos desde que se garanta a sua

estabilidade.

pH=1-3 pH=4-5

pH=8-9 pH=7-8

Figura 11. Cor das antocianinas dependendo do pH.
(Adaptado de Ananga et al., 2013).

27



Introdugéo

A utilizacdo das antocianinas como corantes alimentares esta aprovada pela UE,
pelos Estados Unidos (que as classifica como aditivos coloridos isentos de certificacao)
e pela Asia (Gerardi et al., 2015). Segundo o Regulamento (UE) n.o 1129/2011 da
Comissdo, de 11 de novembro de 2011, estdo autorizadas no processo de producao de
queijos curados e produtos a base de queijos de pasta vermelha marmoreada (ou
jaspeada), de conservas de frutos vermelhos, de produtos horticolas em vinagre, 6leo ou
salmoura (exceto azeitonas), de doces, geleias e marmeladas de cereais para pequeno-
almoco aromatizados com fruta, de pastas de peixe e de crustaceos, de crustaceos pre-
cozidos e de peixe fumado. A sua DDA ndo esta regulamentada, o que permite que seja
adicionada ao produto alimentar a quantidade suficiente para se obter o efeito pretendido
(Jornal Oficial da Uni&o Europeia, 2011).

De acordo com Cortez et al. (2017), tém sido realizados estudos de incorporacao
de antocianinas como corantes em alimentos e bebidas, particularmente, em produtos
lacteos, como creme de queijo, leite fermentado, batidos, em bebidas de baixo pH, em
panquecas e omeletes. Contudo, continuam a ser desenvolvidos mais estudos com o

intuito de generalizar a utilizacdo de antocianinas em produtos alimentares.
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2. Objetivos

O presente estudo tive como principal objetivo caracterizar do ponto de vista
quimico e nutricional as folhas de Ocimum basilicum var. purpurascens (manjericdo
vermelho rubi), adquirido na empresa Cantinho das Aromaticas, Viveiros, Lda., sedeada
em Canidelo, Vila Nova de Gaia, Portugal. Foi também objetivo deste trabalho, proceder
a avaliacdo das suas propriedades bioativas, através de varios ensaios in vitro testados no
extrato hidroetanolico, realizado a partir de folhas de manjericdo vermelho rubi. Foram
ainda efetuados estudos de otimizacdo de metodologias para a obtencdo de um extrato
rico em antocianinas, a fim de ser utilizado como corante natural.

O plano de trabalho encontra-se esquematizado na Figura 12.

Assim, o trabalho foi estruturado de acordo com o0s seguintes objetivos
especificos:

1. Determinacdo do valor nutricional das folhas de O. basilicum var. purpurascens
atraves de metodologias oficiais de andlise de alimentos (AOAC), analisando o
teor em proteinas, cinzas, gordura, hidratos de carbono e energia;

2. Determinacdo da composi¢do quimica utilizando técnicas cromatogréaficas
acopladas a distintos detetores, analisando os acucares livres, acidos gordos,
tocoferois, acidos organicos e compostos fendlicos;

3. Determinacdo do potencial bioativo no extrato hidroetandlico, através dos
ensaios de atividade antioxidante, antimicrobiano, citotoxica, e hepatotoxica.

4. Otimizacdo da extracdo de antocianinas das folhas de O. basilicum var.
purpurascens, realizada através de uma metodologia de extracdo assistida por
calor, aplicando o método de anélise de superficie de resposta.

5. Avaliagdo do potencial corante e bioativo do extrato otimizado rico em

antocianinas obtidos a partir das folhas de O. basilicum var. purpurascens.
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Figura 12. Esquematizacéo do trabalho realizado na presente dissertacéo.
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3.1. Amostra

As plantas Ocimum basilicum var. purpurascens foram adquiridas na empresa
Cantinho das Aromaéticas, Viveiros, Lda., sedeada em Canidelo, Vila Nova de Gaia,
Portugal; colocadas a crescer numa estufa no Instituto Politécnico de Braganca e
posteriormente, colhidas durante o més de Setembro de 2017. As partes da planta foram
separadas através de um procedimento mecanico, selecionando apenas as folhas frescas,
que posteriormente foram desidratadas atraves do processo de liofilizacdo (FreeZone 4.5,

Labconco, Kansas City, MO, USA), reduzias a um po fino (20 mesh) de forma a ficarem

homogéneas, sendo armazenadas num local seco e ao abrigo da luz até posterior analise
(Figura 13).

(©)

Figura 13. A- amostra fresca; B- amostra seca; C- amostra reduzida a po.

3.2.  Padroes e Reagentes

3.2.1. Paraa analise quimica e nutricional

O acetonitrilo (99,9%), n-hexano (95%), etanol absoluto (99,9%) e acetato de etilo
(99,8%), todos de grau HPLC, foram adquiridos na Fisher Scientific (Lisboa, Portugal).
Por outro lado, a mistura padrdo de referéncia de éster metilico de acidos gordos (FAME)
37 (padrao 47885-U) foi adquirida da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA),
bem como os isdbmeros dos &cidos gordos individuais, tocoferdis (a-, -, A- e 6-isoformas),
acucares (D(-)-frutose, D(+)-sacarose, D(+)-glucose, D(+)-trealose, D(+)-rafinose penta-
hidrato e D(+)- melezitose) e padrbes de &cidos organicos (L(+)-acido ascorbico, acido

citrico, acido malico, acido oxalico, acido chiquimico, &cido sucinico, acido fumarico, e
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acido quinico). O tocol racémico, 50 mg/mL, foi comprado na Matreya (Pleasant Gap,
PA, USA) e a 4gua foi tratada num sistema de purificacdo e &gua Milli-Q (TGI Pure
Water Systems, Greenville, SC, USA). Relativamente aos padrdes dos compostos
fenolicos ndo antocianicos utilizados (apigenina-6-C-glucésido, acido cafeico, acido
elagico, é&cido clorogénico, hesperetina, luteolina-7-O-glucésido, naringenina,
quercetina-3-O-rutindsido, quercetina-3-O-glucésido, taxifolina, acido rosmarinico)
foram adquiridos na Extrasyntheses (Genay Cedex, Franca) e 0s compostos antocianicos
(cianidina-3-O-glucosido, peonidina-3-O-glucosido e pelargonidina-3-O-glucdsido)
foram adquiridos na empresa Polyphenols (Sandines, Norway). O tratamento da agua foi
feito atraves de um sistema de purificacdo Milli-Q (TGI Pure Water Systems, Greenville,
SC, USA).

3.2.2. Para o estudo das bioatividades

Atividade antioxidante: O padrdo trolox (acido 6-hydroxi-2,5,7,8-
tetrametilchroman-2-carboxilico), p-caroteno e &cido linoleico foram adquiridos na
empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). O 2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH) foi
obtido na empresa Alfa Aesar (Ward Hill, MAs, USA) e o Tween 80 na empresa Panreac
(Barcelona, Espanha).

Atividade antimicrobiana: Mueller-Hinton agar (MH) e o malte agar (MA) foram
obtidos no Institute of Immunology and Virology, Torlak (Belgrade, Serbia). O composto
p-iodonitrotetrazolium chloride (INT) foi adquirido da Panreac Applichem (Barcelona,
Espanha).

Potencial citotdxico: O sérum fetal de bovino (FBS), a L-glutamina, a solucdo
salina de Hank’s (HBSS), a trypsina-EDTA (&cido etilenediaminatetra acético), a solugdo
de penicilina/streptomicina (100 U/mL e 100 mg/mL), o RPMI-1640 (meio Roswell Park
Memorial Institute) e 0 meio DMEM (meio de cultura para células animais (Dulbecco
Modified Eagle)) formam fornecido pela empresa Hyclone (Logan, UT, USA). O acido
acetico, acido formico, elipticina, sulforrodamina B (SRB), azul de trypan, acido

tricloroacético e Tris foram obtidos na empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
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3.3. Determinacéo da cor

Os parametros de cor foram avaliados conforme descrito anteriormente por
Pereira et al. (2015b), utilizando um colorimetro (modelo CR-400, Konica Minolta
Sensing, Inc., Japao), com um adaptador (modelo CR-A50) para materiais granulares. As
medi¢Oes foram feitas no espaco de cor CIE L* a* b* usando o iluminante C e uma
abertura de diafragma de 8 mm; os dados foram processados com o software “Spectra
Magic Nx” (versao CM-S100W 2.03.0006), da empresa Konica Minolta (Japdo). Antes
de iniciar as medicdes, o instrumento foi calibrado contra um azulejo branco - padrdo. A
cor de trés amostras de cada lote foi medida em trés pontos diferentes, sendo considerado

o valor médio.

3.4. Determinacéo do valor nutricional e composicéo quimica

3.4.1. Valor nutricional

A composicdo em macronutrientes das folhas de O. basilicum var. purpurascens
foi determinada através de metodologias oficiais de analise de alimentos (AOAC, 2016).

A determinacdo da humidade presente na amostra, foi feita colocando uma
quantidade conhecida de amostra (1 g) numa estufa a 105 °C, durante o periodo de tempo
necessario para obter uma massa constante.

O teor em proteinas (Nx6.25) foi determinado pelo método macro-Kjeldahl
(AOAC 991.02), baseando-se na quantidade de azoto presente na amostra e na destruicao
de toda a matéria organica pela adi¢do de um &cido forte (acido sulfurico) que retém o
azoto sob a forma de (NH4)2SO.. A adicdo de NaOH liberta o azoto como NHsz que €
coletado por destilacdo a vapor numa solucao de H2SO4 0,1N; seguidamente € feita uma
titulacdo com NaOH 0,1N, usando vermelho de metilo como indicador para calcular a
quantidade de azoto.

Os teor lipidico foi determinado pela extracdo de uma massa conhecida da amostra
liofilizada (3 g) com éter de petréleo, a 80 °C, durante cerca de 7-8 horas, usando um
aparelho de Soxhlet (Figura 14), sendo posteriormente evaporada a fragdo volatil, o
extrato resultante foi posteriormente colocado numa estufa até peso constante, de forma
a determinar o teor em gorduras (AOAC 989.05).
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Figura 14. Extragdo por soxhlet.

O teor em cinzas foi determinado por incineragdo numa mufla a 550 £ 15°C,
durante 12 horas (AOAC 935.42).
Os glucidos foram determinados por diferenca e a energia total foi determinada

de acordo com a Equacéo 1:

Energia (kcal) = 4 X (Qproteinas + Gglicidos) + 9 X (Qripidos)-

Equacéo 1. Equacdo para determinar a energia total.

3.4.2. Composicao quimica

3.4.2.1. Acglcares
Os agUcares livres foram determinados por cromatografia liquida de alta

eficiéncia acoplada a um detetor de indice de refragdo (HPLC-RI). A amostra (1.0 g) foi
adicionado um padréo interno - a melezitose (PI, 25 mg/mL), e a extracdo foi efetuada
com 40 mL de uma solucédo etanol/agua (80:20, v/v), durante 1h 30 min. A suspensdo
resultante foi centrifugada (centrifuga refrigerada: Centurion K240R, West Sussex, UK)
a 15.000g durante 10 min e a fracdo etandlica foi evaporada (rotary evaporator Biichi R-
210, Flawil, Switzerland) a 35 °C sob pressdo reduzida. A fragdo aquosa foi

desengordurada trés vezes com 10 mL de éter etilico, sucessivamente (Figura 15). Ap6s
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a concentragdo a 40 °C, os residuos sélidos foram dissolvidos em agua para um volume
final de 5 mL e filtrados através de filtros de nylon (Whatman de 0,2 um) para um vial

ambar, para posterior analise (Pinela et al., 2011).

[ -
| b2 : -\\

Figura 15. Processo de lavagem da fragdo aquosa.

O equipamento de HPLC consistia num sistema integrado com uma bomba
(Knauer, sistema Smartline 1000, Berlim, Alemanha), um sistema desgaseificador
(Smartline manager 5000), um amostrador automatico (AS-2057 Jasco, Easton, MD,
EUA) e um detetor de indice de refracdo (IR) (Knauer Smartline 2300).

A anélise de dados foi feita usando o software Clarity 2.4 (DataApex) e a
separacao cromatogréafica foi realizada com uma coluna Eurospher 100-5 NH2 (4,6 x 250
mm, 5 um, Knauer) operando a 35 °C (forno 7971 R Grace). A fase movel usada foi
acetonitrilo/agua desionizada, 70:30 (v/v), a um caudal de 1 mL/min e um volume de
injecdo de 10 pL.

A identificacdo dos compostos foi realizada através de comparacdes
cromatograficas com padrdes auténticos. A quantificagdo foi efetuada aplicando o
método do padréo interno e os teores de agucar foram expressos em g por 100 g de massa
fresca (mf).

3.4.2.2. Acidos organicos

Os acidos organicos foram determinados utilizando cromatografia liquida de alta
eficiéncia, acoplada a um detetor de diodos (UFLC-DAD). As amostras
(aproximadamente 1 g) foram extraidas por maceracdo com 25 mL de 4cido

metafosférico (25 °C a 150 rpm) durante 20 min. Subsequentemente a mistura foi
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centrifugada (4000g, 10 min) e posteriormente filtrada através de filtros de nylon
(Whatman, 0.2 pm) para um frasco de 1,5 mL (Barros et al., 2013a).

A andlise foi realizada usando uma série UFLC Shimadzu 20A (Shimadzu
Corporation, Kyoto, Japdo). A separacdo foi feita numa coluna Cigs de fase reversa
SphereClone (250 mm x 4,6 mm d.i.,, 5 um, Phenomenex, Torrance, CA, USA)
termostatizada a 35 °C e a eluicdo foi efetuada com acido sulfurico (3,6 mM), usando um
caudal de 0,8 mL/min, e um volume de injecédo de 20 L.

A detecdo foi realizada através de um DAD, usando como comprimentos de onda
215 e 245 nm. Os &cidos organicos encontrados foram quantificados por comparacao da
area dos picos registados a 215 nm e 245 nm (para acido ascorbico) com curvas de
calibracdo obtidas a partir dos padrdes comerciais de cada composto. Os resultados foram

expressos em g por 100 g de massa fresca.

3.4.2.3. Tocoferdis

Os tocoferdis foram determinados por HPLC (equipamento descrito na sec¢ao
3.4.2.1) acoplado a um detetor de fluorescéncia (FP-2020; Jasco). Antes do procedimento
de extracdo, foi adicionado a amostra (500 mg) uma solucdo de BHT em hexano (10
mg/mL; 100 uL) e uma solugdo PI (padréo interno) em hexano (tocol; 50 pg/mL; 400
uL). A referida mistura foi homogeneizada com metanol (4 mL) recorrendo ao vortex,
durante 1 minuto. Subsequentemente, foi adicionado hexano (4 mL), misturando
novamente (vortex durante 1 min). De seguida, foi adicionado uma solu¢do aquosa
concentrada de NaCl (2 mL) que foi homogeneizada com a mistura anterior (vortex,
1min) e foi centrifugada (Centurion K240R, West Sussex, UK) durante 5 min, com uma
velocidade de 4000 g. O sobrenadante obtido foi, cuidadosamente, transferido para um
vial, adicionando-se sulfato de sddio anidro, e a amostra foi re-extraida novamente (2
vezes) com hexano. Os extratos combinados foram levados a secura sob fluxo de azoto
(Figura 16), redissolvidos em 2 mL de n-hexano, filtrados com filtros de nylon de 0,2
mm (Whtaman; Maidstone, Reino Unido) e transferidos para um vial ambar para

posterior analise (Pinela et al., 2011).
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Figura 16. Secagem dos extratos sob fluxo de azoto.

O detetor de fluorescéncia foi programado para excita¢do (Aex) @ 290 Nm e emissédo
(hem) @ 330 nm. A separacao cromatogréfica foi realizada com uma coluna de fase normal
de poliamida 11 (250 mm x 4,6 mm d.i., 5 um, YMC Waters, Florida, EUA), operando a
35 °C. A fase movel utilizada foi uma mistura de n-hexano/acetato de etilo (70:30, v/v)
com um fluxo de 1 mL/min, e o volume de injecéo foi de 10 uL.

Os compostos foram identificados por comparagdes cromatograficas com padrdes
auténticos e a quantificacdo foi baseada em curvas de calibracdo obtidas de padrbes
comerciais de cada composto usando o método do padrdo interno (PI). Os resultados

foram expressos em mg por 100 g de massa fresca (mf).

3.4.2.4. Acidos Gordos

A determinacéo do perfil de acidos gordos foi realizada através de um sistema de

cromatografia gasosa acoplado a um detetor de ionizacdo de chama (GC-FID) seguindo
um procedimento descrito anteriormente por Barros et al. (2013b).

A massa obtida por extragdo em Soxhlet foi misturada com 5 mL de metanol:
acido sulfurico: tolueno 2:1:1 (v/v/v), durante pelo menos 12 h, num banho (Julabo,
SW22; Seelbach, Germany) a 50 °C e a 160 rpm; de seguida, adicionaram-se 3 mL de
agua desionizada, para obter a separacdo das fases. O FAME foi recuperado com 3 mL
de eter etilico, apds agitacdo no vortex, recuperou-se a amostra para um frasco com teflon
e colocou-se sulfato de sodio anidro, a fim de eliminar a 4gua. Posteriormente filtrou-se
a amostra com um filtro de nylon 0,2 pm (Whatman) para um vial de 1,5 mL.

O perfil de acidos gordos foi analisado através de um sistema de GC (DANI 1000)
equipado com um injetor split/splitless, detetor de ionizacéo de chama (FID) e uma coluna
Macherey Nagel (30 m x 0,32 mm d.i x 0,25 um df). O programa da temperatura do forno
foi: temperatura inicial da coluna de 50 °C, mantida por 2 min, depois uma subida de 30
°C/min a 125 °C, 5 °C/min de subida para 160 °C, 20 °C/min de subida para 180 °C, 3
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°C/min subida até 200 °C, 20 °C/min subida até 220 °C e mantido por 15 min. O fluxo de
hidrogénio (gés de arraste) foi de 4,0 mL/min (0,61 bar), medido a 50 °C. A injecéo de
split (1:40) foi realizada a 250 °C.

Para cada analise, injetou-se 0,1 puL da amostra e a identificacdo dos acidos gordos
foi feita comparando os tempos de retencéo relativos dos picos FAME das amostras com
os padrdes. Os resultados foram registados e processados usando o Software CSW 1.7
(DataApex 1.7, Praga, Republica Tcheca) e expressos em percentagem relativa (%) de

cada acido gordo.

3.4.2.5. Determinacéo do perfil de compostos fendlicos

3.4.2.5.1. Compostos fen6licos ndo-antocianicos

Processo de extracdo. Pesou-se aproximadamente 1 g de folhas secas de O. basilicum var.
purpurascens e adicionou-se 30 mL de uma solucéo etanol/agua (80:20, v/v), ficando a
mistura a macerar durante 1 hora, sobre agitacdo. Apds o processo de maceracdo 0
sobrenadante foi filtrado utilizando papel de filtro (Whatman N°4) e o residuo foi re-
extraido adicionando novamente, 30 mL da mesma mistura de solvente. A fracdo
etanolica do extrato foi evaporada a 40 °C (Biichi R-210, Flawil, Switzerland), resultando
uma fracdo aquosa que foi posteriormente congelada e liofilizada (FreeZone 4.5,
Labconco, Kansas City, MO, USA). O extrato liofilizado (10 mg) foi redissolvido em 2
mL de etanol/agua (20:80, v/v) de forma a obter uma concentrag&o final de 5 mg/mL, para
posterior analise num sistema de HPLC-DAD-ESI/MS (Pereira et al., 2016).

Método analitico. A andlise foi feita utilizando um sistema Dionex Ultimate 3000 UPLC

(Thermo Scientific, San Jose, CA, USA) equipado com uma bomba quaternaria, um
injetor automatico (a 5 °C), um desgasificador e um compartimento de coluna com
termoéstato automatizado. A detecdo dos compostos foi efetuada com um detetor de
diodos (DAD), usando os comprimentos de onda de 280 nm, 330 nm e 370 nm, e com
um detetor de espectrometria de massa (MS).

Para a separacdo cromatografica foi usada uma coluna Waters Spherisorb S3
ODS-2 C18 (3 um, 4.6 mm x 150 mm, Waters, Milford, MA, USA), a 35 °C. A fase
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movel foi 0,1% de &cido formico em &gua (A) e acetonitrilo (B). O gradiente de eluicéo
foi de 15% B (5 min), 15% B a 20% B (5 min), 20-25% B (10 min), 25-35% B (10 min),
35-50% B (10 min), e a coluna foi reequilibrada (10 min), empregando um fluxo de 0,5
mL/min.

A detecdo de MS foi feita utilizando uma espectrometro de massa lon Trap Linear
LTQ (Thermo Finnigan, San Jose, CA, USA), equipado com uma fonte ESI (fonte de
ionizacdo electrospray). O gas de arraste usado foi 0 azoto (50 psi); o sistema trabalhou
a uma voltagem de spray de 5 kV, com temperatura inicial de 325 °C e tensao capilar de
-20 V. A voltagem do tube lens offset foi mantida a -66 V. Os espectros foram gravados
em modo de ido negativo entre 100 e 1500 m/z. A energia de colisdo aplicada foi de 35
(unidades arbitrarias). Os dados foram recolhidos e analisados usando o programa
Xcalibur® (Thermo Finnigan, San Jose, CA, USA).

A identificacdo dos compostos foi feita através da informacéo obtida (tempos de
retencéo, e espectros UV-Vis e massa) por comparagdo com compostos padrdo, quando
disponiveis, ou utilizando dados obtidos através da literatura. Para a quantificacdo
obtiveram-se as curvas de calibracdo por injecao de solu¢des-padrdao com concentracdes
conhecidas (2,5-100 pg/mL): taxifolin (y = 203766x — 208383; R2 = 1); naringenin (y =
18433x + 78903; R2 = 0.9998); caffeic acid (y = 388345x + 406369; R? = 0.994);
rosmarinic acid (y = 191291x — 652903; Rz = 0.999); baseadas nos sinais UV-Vis e
utilizando o comprimento de onda maximo de absorcdo de cada composto padrdo. Nos
casos em que ndo se verificou disponibilidade de padrbes para 0s respetivos compostos,
a quantificacdo foi feita através de curvas de calibracdo de compostos do mesmo grupo

fenolico. Os resultados foram expressos em mg por g de extrato.

3.4.2.5.2. Compostos fendlicos antocianicos

Extracdo. Foi realizada uma extragdo por maceracdo, utilizando 1g de amostra de folhas
(O. basilicum var. purpurascens) onde foram adicionados 30 mL de etanol/agua (80:20
v/v) acidificado com 0,5 % de TFA (&cido trifluoroacético). O sobrenadante obtido foi
filtrado (papel Whatman N°4) e o residuo foi re-extraido com 30 mL da mesma solugéo
acidificada. Posteriormente, a fracdo etandlica foi evaporada a 40 °C (evaporador

rotativo; Biichi R-210, Flawil, Switzerland), resultando uma fracéo aquosa que foi depois
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congelada e liofilizada (FreeZone 4.5, Labconco, Kansas City, MO, USA) (Figura 17).
O extrato liofilizado (10 mg) foi re-dissolvido em 2 mL de uma solugdo de etanol/agua
(20:80, v/v, 1 mL) acidificado com 0,01% de TFA de forma a obter uma concentracao
final de 5 mg/mL. Seguidamente, filtrado através de discos LC descartaveis de 0,22-pum

para um frasco de 1,5 mL para posterior anélise em HPLC.

Figura 17. Etapas do processo de extragdo: A) filtracdo; B) evaporagdo e C) extrato liofilizado.

Método analitico. A analise foi efetuada num sistema Dionex Ultimate 3000 UPLC

(Thermo Scientific) descrito em 3.4.2.5.1.. A dete¢do dos compostos antocianicos foi
efetuada com detetor de diodos (DAD) a 520 nm, acoplado a um detetor de espectrometria
de massa (MS).

A separacdo cromatografica foi realizada utilizando uma coluna AQUA® (150
mm X 4.6 mm i.d., 5 pm, Phenomenex, Torrance, California, EUA) de fase reversa. A
fase maovel foi 0,1% TFA em agua (A) e 100% acetonitrilo (B). O gradiente de elui¢do
foi de 10% B até 3 min, 10 a 15% B mais 12 min, isocratico 15% B mais 5 min, 15 a 18%
B mais 5 min, 18 a 30% B mais 20 min e 30 a 35% mais 5 min. A coluna foi reequilibrada
durante 10 min e o um caudal utilizado foi de 0,5 mL/min.

A detecdo por MS foi efetuada por um espectrometro de massa lon Trap Linear
LTQ XL (Thermo Finnigan), equipado com uma fonte de ionizagédo electrospray (ESI).
O azoto (50 psi) foi gas de arraste usado; o sistema trabalhou com uma voltagem de spray
de 4,8 kV, a uma temperatura inicial de 320 °C e tenséo capilar de 14 V. A voltagem do
tube lens offset foi mantida a 75 V. Os espectros foram gravados em modo de ido positivo
entre 100 e 1500 m/z. A energia de colisdo utilizada foi de 20 (unidades arbitréarias). Os
dados foram recolhidos e analisados utilizando o programa Xcalibur® (Thermo

Finnigan).
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A caracterizagdo dos compostos antocianicos foi efetuada de acordo com os seus
espectros (UV-Vis e massa) e tempos de retencdo por comparagdo com padrdes, quando
disponiveis, ou utilizando dados obtidos através da literatura. Para a quantificacdo, foi
obtida curvas de calibracdo por meio da injecdo de padrdes de concentra¢fes conhecidas
(200-0,25 pg/mL) de cianidina 3-glucosido (y = 97787x — 743469; R? = 0.9993) e de
pelargonidina 3-glicosido (y = 43781x — 275315; R2 = 0.9989), baseadas nos sinais UV-
Vis e utilizando o comprimento de onda maximo de absorcéo de cada composto padrao.

Os resultados foram expressos em mg por g de extrato fresco.

3.5.  Avaliacéo do potencial bioativo

3.5.1. Preparacéo do extrato hidroetandlico

A extracdo foi realizada de acordo com o descrito anteriormente na secgio

etanol/agua (80:20, v/v) para os ensaios atividade antioxidante (seccdo 3.5.2.), em meio
de cultura (10 mg/mL) para a andlise da atividade antimicrobiana (seccdo 3.5.3.) e em
agua destilada numa concentracdo de 8 mg/mL para avaliacdo da atividade citotdxica
(seccéo 3.5.4.) e hepatotoxicidade (secgdo 3.5.5.). Posteriormente, estas solugfes foram

diluidas sucessivamente de forma a obter as concentracdes de trabalho.

3.5.2. Atividade antioxidante

3.5.2.1. Atividade captadora de radicais livres (DPPH)

Numa microplaca de 96 pocos (Figura 18) foram colocados 30 pL de extrato
hidroetandlico de O. basilicum var. purpurascens com diferentes concentracdes, ao qual
se adicionou uma solugdo metandlica de DPPH (6 x 10° mol/L; 270 pL). Seguidamente,
a placa foi colocada ao abrigo da luz durante 60 minutos para os valores de absorvancia
estabilizarem, uma vez que a reducdo do radical DPPH é avaliada pela medicdo da
absorvancia a 515 nm, num leitor de microplacas (Bio-Tek ELX800; Bio-Tek

Instruments Inc., Vermont, EUA).
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Figura 18. Determinacdo da atividade captadora de radicais livres.

A atividade captadora de radicais livres (RSA) foi calculada usando a Equacéo

% RSA = [(ApppH-As) / Apppr] X 100
Equacdo 2. Equacéo para determinagdo de RSA no método DPPH.

Onde:
As é a absorvancia da solucdo na presenca de extrato numa determinada concentracdo

AoppH é a absorvancia da solucéo de DPPH.

A concentracdo de extrato correspondente a 50% de atividade captadora de
radicais (ECso) foi calculada a partir da representacéo grafica da percentagem de RSA em
funcdo da concentracdo do extrato. O controlo utilizado neste ensaio foi o trolox (Barros
et al., 2010).

Fundamento tedrico

Os radicais livres sdo atomos, moléculas ou ides com eletrbes desemparelhados
que sdo altamente instaveis e ativos para rea¢es quimicas com outras moléculas. Eles
derivam de trés elementos: oxigénio, azoto e enxofre, criando espécies reativas de
oxigénio (ROS), espécies reativas de azoto (RNS) e espécies reativas de enxofre (RSS)
(Carocho & Ferreira, 2013).

O DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo) € um radical de azoto organico estavel,
que se encontra disponivel comercialmente, e que apresenta cor purpura intensa com um
méaximo de absorcdo a 517 nm. Este radical reage com compostos que tenham capacidade
de doar um atomo de hidrogénio. Quando o DPPH’ capta o0 &tomo de hidrogénio de um

antioxidante ha uma descoloracéo da solucdo de DPPH, ou seja, vai-se formar hidrazina
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que apresenta uma cor amarela com absor¢do a 517 nm e vai diminuindo a sua
absorvancia (Figura 19) (Amarowicz et al., 2004; Moon & Shibamoto, 2009). A
atividade captadora de radicais € entdo calculada como percentagem da descoloracéo da
solucédo de DPPH.

RH

0y Q (Antioxidante) - Q
. H
O;N QN —N % O.N QN —N
. O r e O
- DPPH' DPPH

Figura 19. Processo de captacédo de radicais livres.
Fonte: Adaptada de Moon & Shibamoto, (2009).

3.5.2.2. _Poder redutor

Esta metodologia foi realizada utilizando o leitor de microplacas anteriormente
descrito. As solucgdes de extrato com diferentes concentracdes (0,5 mL) foram misturadas
com tampao fosfato de sddio (200 mmol/L; pH 6,6; 0,5 mL) e ferricianeto de potéssio (1
% m/v; 0,5 mL). A mistura foi incubada a 50 °C durante 20 min, tendo sido de seguida
adicionado acido tricloroacético (10% m/v; 0,5 mL). A mistura (0,8 mL) foi colocada
numa microplacas de 48 pocos (Figura 20), assim como, a agua desionizada (0,8 mL) e
o cloreto de ferro (0,1% m/v; 0,16 mL), sendo posteriormente medida a absorvancia a 690
nm.

A concentracdo de extrato que fornece 0,5 de absorvancia (ECso - 50% do valor
méaximo de absorvancia no qual se aplica a Lei de Lambert-Beer) foi calculada a partir da
representacdo grafica da absorvancia a 690 nm em funcédo da concentracdo do extrato.
Neste ensaio foi usado o trolox como controlo (Barros et al., 2010).
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Figura 20. Exemplo de uma microplaca na parte final do ensaio do poder redutor.

Fundamento tedrico

Este ensaio tem por base a medicéo da capacidade dos antioxidantes para reduzir
o complexo Fe*/ferricianeto [FeCls/KsFe(CN)s] na forma ferrosa Fe** (Moon &
Shibamoto, 2009). Dependendo do poder redutor dos compostos a cor da solucdo do
ensaio modifica-se de amarelo para varios tons de verde ou azul, podendo ser medida
com um espectrofotometro a 690-700 nm (Amarowicz et al., 2004; Ferreira et al., 2006).
De acordo com Berker et al., (2007), a quimica dos ensaios baseados no ferro

pode ser resumida pelas seguintes reacoes (Equagéo 3):

pH=6.6 .
KsFe(CN)s — 3K + Fe(CN)s*-

Fe(CN)¢** + antioxidante —— Fe(CN)s* + antioxidante oxidado
—

Amarelo
Fe(CN)s* + Fe¥?m —» Fe[Fe(CN)s]
%_l

Azul ou verde escuro

Equacéo 3. Equagdes quimicas do ensaio do poder redutor.

3.5.2.3. Inibicdo da descoloracdo do S-caroteno

Preparou-se uma solugéo de S-caroteno por dissolucdo de f-caroteno (2 mg) em
cloroférmio (10 mL) e pipetou-se 2 mL para um baldo de fundo redondo. Posteriormente
o cloroformio foi evaporado a 40 °C num evaporador rotativo (Biichi R-210, Flawil,
Switzerland) e foi adicionado emulsificante Tween 80 (400 mg), &cido linoleico (40 mg)

e agua destilada (100 mL), agitando-se vigorosamente.
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Posteriormente, adicionou-se 0,2 mL de solu¢Ges com diferentes concentragdes
de extrato e 4,8 mL da solugéo previamente preparada em tubos de ensaio. A mistura foi
homogeneizada, lida no espectrofotometro (Specord 250, AnalytikJena) a 470 nm e
colocada a incubar a 50 °C, com agitacdo de 50 rpm, durante 2 horas (Figura 21). Apds

esse tempo, voltou-se a fazer a leitura no espectrofotometro descrito anteriormente.

Figura 21. Ensaio de inibi¢do da descoloragdo de S-caroteno.

A inibicdo da descoloragdo do p-caroteno foi calculada utilizando a seguinte
Equacéo 4:

L . Contetdo de B — caroteno apds 2h
Inibicao da descoloragao do f — caroteno = ——— x 100
Conteddo inicial de 8 — caroteno

Equacéo 4. Equagdo do ensaio de inibi¢do da descoloragdo do f-caroteno.

A concentracdo de extrato que origina 50% de atividade antioxidante (ECso) foi
calculada por interpolacdo a partir do grafico de percentagem da inibicéo da descoloragdo
do p-caroteno em fungdo da concentragdo de extrato. Foi usado o trolox como controlo
(Barros et al., 2010).

Fundamento tedrico

Este ensaio consiste na descoloragdo (oxidacgdo) do p-caroteno (Equacéo 5) na
auséncia de um antioxidante e avalia a atividade de inibicdo de radicais livres, que séo
gerados durante a peroxidagao do acido linoleico, atraves da leitura da absorvancia a 470
nm. A presenca de antioxidantes numa amostra inibe ou reduz a descoloracdo da solugéo
com o p-caroteno, tal como se mostra nas seguintes equacgdes (Amarowicz et al., 2004;
Moon & Shibamoto, 2009):
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p-caroteno-H (laranja) + ROQO- == f-caroteno- (descolorado) + ROOH

p-caroteno-H (laranja) + ROO- + AH e f-caroteno (descolorado) + ROOH + A-

Equacao 5. Equagdes quimicas do ensaio de S-caroteno.

3.5.3. Atividade antimicrobiana

3.5.3.1. Atividade antibacteriana

Para avaliacdo da atividade antibacteriana seguiu-se a metodologia descrita
anteriormente por Carocho et al. (2015a). Utilizaram-se bactérias Gram-negativos como:
Enterobacter cloacae (ATCC - American type culture collection 35030), Escherichia
coli (ATCC 35210) e Salmonella typhimurium (ATCC 13311) e bactérias Gram-
positivos Bacillus cereus (clinical isolate), 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 Investigagdo Biologica “Sinisa Stankovi¢” da
Universidade de Belgrado na Sérvia. As concentragdes minima inibitéria (CMI) e minima
bactericida (CMB) foram determinadas usando o método de microdiluigdo.

As culturas de bactérias foram ajustadas através do espectrofotémetro ficando
com uma concentragdo de 1x10° CFU/mL, correspondendo a uma suspenséo bacteriana
determinada num espectrofotémetro a 625 nm. As dilui¢Bes de indculos foram cultivadas
em meio solido para verificar a auséncia de contaminacéo e verificar a validade do
indculo. As diferentes diluicdes do extrato hidroetandlico foram pipetadas para 0s pogos
contendo 100 pL de caldo de soja triptico (TSB) e, posteriormente, foram adicionados 10
pL de indculo. As microplacas foram incubadas por 24 horas a 37 °C.

Para a determinacdo das CMIs (concentragdo minima inibitoria; menor
concentracdo que produziu uma inibicéo significativa (em torno de 50%) do crescimento
da bactéria em comparacdo com o controle positivo) foram adicionados 40 uL de cloreto
de iodonitrotetrazolio (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
tambem por um ensaio colorimétrico de viabilidade microbiana baseado na redugdo da
cor INT e comparado com um controle positivo para cada estirpe bacteriana. A CMB

(concentracdo minima bactericida) foi determinada por subcultura em série, colocando
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10 pL de cada pogo que ndo apresentou mudanca de cor a 100 pL de TSB. A menor
concentracdo que ndo apresentou crescimento apds essa subcultura foi considerada como
a CMB. A estreptomicina e a ampicilina foram usadas como controles positivos, enquanto
5 % de dimetilsulfoxido (DMSO) foi usado como controle negativo. Os resultados de

CMI e MBC foram expressos em mg por mL de extrato hidroetandlico liofilizado.

3.5.3.2. Atividade antifungica

Para a avaliacdo da atividade antifingica foi seguido o procedimento descrito
anteriormente por Carocho et al. (2015a). Para tal, foram utilizados os mricrofungos
Aspergillus fumigatus (ATCC 1022), Aspergillus niger (ATCC 6275), Aspergillus
ochraceus (ATCC 12066), Penicillium funiculosum (ATCC 36839), P. ochrochloron
(ATCC 9112) e P. verrucosum var. cyclopium (food isolate). Estes organismos foram
adquiridos no Laboratério de Micologia do Departamento de Fisiologia Vegetal do
Instituto de Investigacdo Bioldgica “Sinisa Stankovi¢” na Universidade de Belgrado na
Sérvia.

Os micromicetos foram mantidos em malte agar (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 agar com solucgdo salina estéril a 0,85 % contendo Tween 80
a 0,1 % (v/v). A suspensdo de esporos foi ajustada com uma solucdo salina estéril para
uma concentragdo de aproximadamente 1,0 x 10° num volume final de 100 pL por pogo.
Os in6culos foram armazenados a 4 °C. As dilui¢es dos indculos foram cultivadas em
MA sélido para verificar a auséncia de contaminagdo e a validade do in6culo. A
determinacdo da MIC foi realizada pela técnica de diluicao sucessivas em microplacas de
96 pocos. A amostra foi adicionada ao meio de malte com o inoculo fingico e as
microplacas foram incubadas durante 72 horas a 28 °C. As concentragdes mais baixas
sem crescimento visivel (usando um microscopio binocular) foram definidas como CMI.
As concentragbes minimas fungicidas (CMFs) foram determinadas por subcultura em
série de 2 uL de cada pogo gque ndo apresentou mudanca de cor, em microplacas contendo
100 puL de caldo de malte por pogo e posterior incubadas durante 72h a 28 °C. A menor
concentracdo sem crescimento visivel foi definida como CMF, indicando 99,5% de morte
do inoculo original. O DMSO a 5% foi utilizado como controlo negativo, enquanto o
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bifonazol e o cetoconazol foram utilizados como controlos positivos. Os resultados de
CMI e CMF foram expressos em mg por mL de extrato hidroetanolico.

3.5.4. Avaliagdo da citotoxicidade em linhas celulares tumorais

A avaliacdo do potencial citotoxico do extrato hidroetanolico (80:20, v/v) das
folhas de manjericdo vermelho rubi foi realizada através do ensaio da Sulfarrodamina B
(SRB), previamente descrito por Barros et al. (2013b).

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 pulmdo), HelLa (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 % CO..

Todos os procedimentos foram realizados em ambiente asséptico e em camara de
fluxo laminar (TLStar, AV-30/70), a fim de evitar contaminages. Foram testadas
concentragfes 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 HepG2),
numa incubadora com condi¢es 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 evitando, desta forma, a destrui¢do 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).
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Seguidamente, rejeitou-se o0 sobrenadante e suspendeu-se o pellet em 5 mL de
meio de cultura. Desta, retiraram-se 50 pL de suspensdo, a qual se adicionou 50 pL de
solucdo de azul tripano, homogeneizando de seguida, para a contagem do ndmero de
células numa camara 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 dilui¢Oes 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 po¢o com meio de cultura. As microplacas foram seladas
e guardadas na incubadora durante 24h até ao teste da SRB. Apos tal periodo de
incubacdo, adicionou-se a cada pog¢o 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¢do de SRB (0,1% em 1% acido
acético; 100 pL), ficando a placa a incubar durante 30 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, lavou-se a placa com &cido 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.

A Figura 22 é um exemplo representativo de uma microplaca apds efetuar todos

0s passos mencionados acima, de forma a efetuar a medicdo de citotoxicidade.

Figura 22. Ensaio de citotoxicidade.
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3.5.5. Avaliacdo da hepatotoxicidade em células ndo tumorais

Neste ensaio 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 solucdo Hank’s contendo 100
U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina e dividido em explantes de
aproximadamente 1 mm3. Alguns destes explantes foram colocados em frascos de 25 cm?
contendo meio DMEM suplementado com FBS (10%), aminoacidos ndo essenciais (2
mM), penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 pug/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 e o crescimento celular foi monitorizado por observagdo 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
diluicdes do extrato, mencionado na secgdo 3.5.4. (400 a 6,25 pg/mL), incubando-se a
37°C por 48 horas. Em seguida, efetuou-se o ensaio SRB anteriormente descrito (sec¢ao
3.5.4.. A elipticina foi utilizada como controlo positivo e os resultados foram expressos
em Glsp (concentragdo de amostra que inibe 50% de crescimento celular em cultura de

celulas PLP2) em unidades de pg/mL.

3.6. Otimizacdo do processo de obtencdo de um corante a base de antocianinas

das folhas de O. basilicum var. purpurascens
3.6.1. Extracao assistida por calor (HAE)

A extracdo assistida por calor (HAE) consiste na a extracdo de moléculas de uma amostra
em po, utilizando um solvente acidificado, sob condic¢Ges definidas de temperatura e
agitacdo (Wang et al., 2016). Esta técnica prima pela facilidade de empregabilidade no
sector industrial, uma vez que se caracteriza pela simplicidade e pelo nimero reduzido de
equipamentos necessarios para a sua execucao (Roriz et al., 2017; Backes et al., 2018;
Lopez et al., 2018).

O procedimento de extracdo foi realizado em banho-maria, recorrendo a um

agitador magnético (CimarecTM, Thermo Scientific), sob uma velocidade fixa (500 rpm),
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e utilizando frascos fechados de modo a evitar-se a evaporagdo do solvente (Figura 23).
Para a realizacdo da extracdo 20 mL de solvente (etanol e agua) acidificado com acido
citrico (pH = 3) foram adicionados a 300 mg de amostra em pé (folhas de O. basilicum
var. purpurascens). Este procedimento realizou-se seguindo as condi¢des de extracédo
predefinidas pelo modelo MSR estabelecido (Tabela 7, sec¢do 3.6.5.1.: tempo (t ou X4,
40 a 120 min), temperatura (T ou X2, 25 a 85°C) e teor de etanol (S ou X3, 0 a 100%). A
relacdo solido-liquido (S/L ou X4) foi mantida a 15 g/L.

Figura 23. HAE de compostos antocianicos.

3.6.2. Preparacao dos extratos obtidos por HAE

Posteriormente ao processo de extracdo, as solucoes de extrato foram centrifugadas
(10000 rpm, durante 5 minutos a 10 °C) e filtradas través de papel de filtro (Whatman
n°4), a fim de remover os sélidos em suspensdo. O sobrenadante foi colhido e dividido
em duas fracGes: uma para analise em HPLC-DAD e a segunda para determinacdo do
rendimento da extracdo. A fracdo separada para analise em HPLC (2 mL) foi filtrada
através de filtro de seringa LC (0,22 pum) e de seguida, injetada. A segunda fracao, foi
recolhida para determinagédo do rendimento de extracdo (5 mL), passando por processo
de secagem com uma temperatura de 105 °C durante 48 horas, para posterior pesagem

dos solidos (Figura 24).
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Figura 24. llustragdo do processamento da amostra apds extracédo por HAE.

3.6.3. ldentificacdo e quantificacdo de compostos antociénicos atraves de um
sistema de HPLC-DAD-ESI/MS

A anélise do extrato corante rico em compostos antocianicos, obtido pelo processo
de HAE, foi realizada por um sistema Dionex Ultimate 3000 HPLC (Thermo Scientific),

descrito anteriormente na sec¢ao 3.4.2.5.2..

3.6.4. Formato dos valores de resposta para processos analiticos

A concentracdo dos treze compostos antocianicos identificados na secdo 4.3.2.
(P1 a P13) e a sua soma (TCA) foram utilizadas como respostas. A expressao dos
resultados recaiu sobre dois formatos de resposta (Y): Y1, em mg de A por grama de
residuo extraido (mg/g E), que foi usado para avaliar a pureza das antocianinas nos

extratos e Yz, a quantidade de residuo extraido expresso por Rendimento (%).

3.6.5. Desenho experimental, analise de modelos e avaliacao estatistica

3.6.5.1. Desenho experimental MSR

Os ensaios foram realizados baseados na andlise de cada uma das variaveis,
selecionando as que originaram efeitos significativos, bem como os intervalos relevantes
(Tabela 7). Os efeitos combinados das trés variaveis definidas foram estudados
utilizando um desenho composto central circunscrito (DCCC), com o uso de cinco niveis

para cada um, com vinte e oito combinagdes de respostas (Heleno et al., 2016).
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Tabela 7. Delineamento experimental e codificacdo das varidveis independentes usadas no desenho fatorial CCCD
com 5 niveis.

VALORES NATURAIS

VALORES CODIFICADOS .
Xa: t (min) Xz: T (°C)Xs: S (%)

-1.68 20 25 0
-1 40,3 37,2 20,3
0 70 55 50
+1 99,7 72,8 79,7

+1.68 120 85 100

3.6.5.2. Modelo Matematico

O ajuste dos dados de MSR foi feito através do calculo dos minimos quadrados,

recorrendo a equacao polinomial de segunda ordem (Equacao 6):

Y=by+ X+ S S h XX, +3 b, X
i1 i1 j-2 i—1
j>i

Equacéo 6. Equagdo polinomial de segunda ordem.

Para a qual:

Y - varidvel 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,

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

n - ndmero total de varidveis.

Como respostas, utilizaram-se os dois formatos de valores: Y1 (mg/g E) e Y2 Rendimento
(%).

3.6.5.3. Procedimento de otimizacdo das varidveis de forma a maximizar a

resposta
Para a otimizacdo do modelo de previsdo utilizou-se um método simplex, que

resolveu problemas néo lineares, maximizando o rendimento de extracao e a recuperacao
de antocianinas (Vieira et al., 2017). Para evitar varidveis com condicdes fisicas ndo
naturais e irrealistas, foram impostas algumas limitacbes as varidveis codificadas

(nomeadamente t > 0).
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3.6.5.4. Anélise de cluster

Foi realizada uma andlise de cluster de forma a agrupar os compostos de
antocianicos de acordo com as condigdes de extracdo que maximizam os seus valores de
resposta, usando o “XLSTAT 2016”, um suplemento do Microsoft Excel.

Foi usada uma anélise hierarquica de cluster (HCA) com coeficiente de correlagdo
de Pearson, para fazer esse agrupamento (analise de similaridade). O algoritmo utilizado

foi uma ligacdo completa com o truncamento automatico baseado na entropia.

3.6.5.5. Analise dose-resposta da relacdo sélido-liquido

O padréo da razéo sélido-liquido é um importante parametro a determinar, a fim
de se obter um processo com maior produtibilidade e sustentabilidade. Deste modo, apds
a otimizacdo das condigOes experimentais (previamente definidas como Xi, X2 e X3),
procedeu-se ao estudo da razdo solido-liquido S/L (ou Xs4; expressa em g/L). Para a
representacdo do efeito resposta, em funcdo da relacdo sélido-liquido, usou-se uma
equacao linear com ordenada na origem, dado que, 0s pontos seguem uma distribuicdo
linear & medida que o S/L aumenta. O valor paramétrico do declive (m) foi usado para
avaliacdo da dose resposta. Nesta avaliacdo, valores positivos indicam um aumento nas
respostas de extracdo, enquanto que, valores negativos indicam uma diminuicdo na

eficiéncia de extracdo, ambos resultantes de um aumento de S/L.

3.6.6. Métodos numéricos, analise estatistica e ilustragdes 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 determinacéo dos coeficientes, recorreu-se ao algoritmo ndo linear quasi-

Newton (minimos quadrados), através da macro ‘Solver’ introduzida no Microsoft

Excel, para minimizar as diferencas entre os valores obtidos e os valores previstos

pelo modelo;

b) a significancia dos coeficientes foi avaliada através da macro 'SolverAid', com o

intuito de determinar os seus intervalos (a = 0,05);
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c) a consisténcia do modelo foi comprovada através de varios critérios estatisticos
aplicados: i) o F-teste de Fisher (o = 0,05) foi utilizado para avaliar o ajuste do
modelo aos dados observados; ii) a macro 'SolverStat' foi aplicada para determinar
as incertezas na previsao dos parametros e modelos (Murado & Prieto, 2013); iii)
0 R foi interpretado como a proporcao de variabilidade da variavel dependente

explicada pelo modelo.

3.7.  Preparacédo do extrato rico em compostos antocianicos obtido nas condicdes

Otimas a partir das folhas de O. basilicum var. purpurascens

De forma a alcangar um extrato rico em compostos antocianicos, particularmente,
derivados de cianidina e pelargonidina, realizou-se uma extracgao a partir das folhas de O.
basilicum var purpurascens, seguindo o procedimento previamente otimizado e descrito
na sec¢do 4.5.2., Tabela 16. A amostra (300 mg) foi colocada juntamente com 20 mL de
solvente etanol/agua (55:45, v/v) acidificado com 0.25% de &cido citrico (até obtencdo de
pH = 3), num frasco de vidro com tampa. A extracdo seguiu condicOes estabelecidas de
temperatura (T=72 °C) e tempo (60 minutos). Apds o procedimento descrito, as amostras
foram centrifugadas (Centurion K240R, West Sussex, Reino Unido) a 5000 rpm durante
5 min a 10 °C. De seguida foram filtradas através de papel filtro (Whatman n° 4), para
remocdo de solidos suspensos. O sobrenadante separado e com recurso a um evaporador
rotativo (Biichi R-210, Flawil, Suica), a fracdo etandlica foi eliminada a uma temperatura
de 35 °C, de forma a ndo ocorrer degradacdo dos compostos. Por fim, a fracdo aquosa
obtida foi congelada e liofilizada (FreeZone 4.5, Labconco, Kansas City, MO, EUA),
obtendo-se um extrato rico em compostos antocianicos. O extrato liofilizado (Figura 25)

foi armazenado ao abrigo da luz para posterior analise.
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Figura 25. Extrato rico em compostos antocianicos (apds liofilizagdo).

3.8.  Avaliacéo do potencial corante do extrato rico em compostos antocianicos
obtido nas condic6es 6timas a partir das folhas de O. basilicum var. purpurascens

A avaliacdo do potencial corante do extrato foi efetuado através da medicdo da cor e pela
medicdo dos compostos corantes por cromatografia, de forma a corroborar os dados
fornecidos pelo MRS. A cor do extrato corante rico em compostos antocianicos foi
medido através de um colorimetro (modelo CR-400, Konica Minolta Sensing Inc.)
(Fernandes et al., 2018), seguindo o procedimento descrito anteriormente na seccéo 3.3.
A guantificacdo dos compostos antocianicos foi efetuada por cromatografia utilizando
um sistema de HPLC-DAD-ESI/MS tal como descrito na sec¢éo 3.4.2.5.2..

3.9. Avaliacdo das propriedades bioativas do extrato rico em compostos
antocianicos obtido nas condigdes 6timas a partir das folhas de O. basilicum var.

purpurascens

3.9.1. Atividade antioxidante

A avaliacdo do potencial antioxidante do extrato rico em compostos antocianicos,
obtido pelo processo de extragdo otimizado, foi realizada através de trés ensaios in vitro
(atividade captadora de radicais livres DPPH, poder redutor e inibi¢cdo da descoloracao
do p-caroteno), de acordo com os procedimentos descritos nas sec¢des 3.5.2.1., 3.5.2.2.,

e 3.5.2.3,, respetivamente.

58



Material e Métodos

3.9.2. Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do extrato rico em compostos antocianicos, obtido pelo
processo de extracdo otimizado, foi efetuada através da avaliacdo da atividade
antibacteriana e antifungica, utilizando as estirpes de bactérias Gram-positivos, Gram-
negativos e fungos, seguindo o procedimento previamente descrito nas secc¢des 3.5.3.1..

e 3.5.3.2,, respetivamente.

3.9.3. Atividade citotoxica e hepatotoxica

Para a avalia¢do da atividade citotoxica do extrato rico em compostos antocianicos,
obtido pelo processo de extracdo otimizado, foram realizados ensaios em linhas celulares
tumorais e numa cultura de células primaria ndo-tumoral, tal como descrito anteriormente

na sec¢ao 3.5.4. e 3.5.5., respetivamente.
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4. Resultados e

Discussao
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4.1.  Avaliacdo da cor nas folhas de O. basilicum var. purpurascens

A cor é um fator muito importante na escolha de um produto natural, destacando-
se as matrizes com cores mais acentuadas como as de maior interesse (Appelhagen et
al., 2018). Os resultados da analise cromatica no espaco de cor CIE L* a* b* das
amostras de O. basilicum var. purpurascens (folhas frescas e pd seco) estdo presentes na
Tabela 8. A escala da luminosidade (L*) varia entre 0 e 100 e a de a* (do verde ao
vermelho) e b* (do azul ao amarelo) varia entre -120 e 120 (Xu et al., 2016). A cor das
folhas frescas, para o parametro L* revelaram em média um valor de 35,6 £ 0,9 e 0s
parametros a* e b* mostraram valores de 7,6 £ 0,1 e 1,11 + 0,05, respetivamente. Por
outro lado, o pardmetro L* do p6 seco de manjericdo vermelho rubi apresentou um valor
de 31 £ 1, enquanto que as varidveis a* e b* apresentaram valores de 5,3 + 0,3 e 3,7

0,1, respetivamente.

Tabela 8. Parametros fisicos (cor - CIE L* a* b*) de O. basilicum var. purpurascens (média + DP).

Parémetros de Folhas P6 de folhas

o o p-value
avaliacéo da cor frescas liofilizadas
L* 6B+l 31+1 <0,01
a* 7601 53+0,2 <0,01
b* 1,11+0,05 37+0.1 <0,01

L*- luminosidade; a* eixo cromético de verde (-) a vermelho (+); b*, eixo cromatico de azul (-) a amarelo (+)

De acordo com estes resultados, foi evidente que o processo de desidratacéo das
folhas por liofilizag&o influencia a cor das amostras estudadas. A partir da avaliagdo do
parametro L* verificou-se que as folhas frescas possuem uma cor mais clara
comparativamente com o pd das folhas liofilizadas. Por outro lado, o valor do parametro
a* foi maior nas folhas frescas relativamente ao pé das folhas liofilizadas, constatando
que o primeiro apresentou um tom mais proximo de vermelho. Em relagéo ao parametro
b*, foi visivel que as folhas frescas apresentaram tonalidade mais azul e as folhas
liofilizadas tendem a ter uma cor menos azulada.

Com estes resultados, é possivel constatar que o processo de liofilizagao diminuiu
a cor purpura, o que pode estar relacionado a uma leve degradacdo do conteudo de
antocianinas (Jiang et al., 2018).
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Diversos estudos foram realizados com o objetivo de compreender a influéncia
dos processos de desidratacdo na preservacao da cor e, consequentemente na degradacéo
de compostos corantes (e.g. antocianinas). Num trabalho realizado por Lima-Corréa et
al. (2017), foi avaliada a influéncia das condi¢cdes de secagem (secagem por calor e
liofilizacdo) na cor das folhas frescas e secas de O. basilicum L.. Os resultados
mostraram que os valores de L* diminuiram apos a secagem, indicando uma cor mais
escura nas folhas secas de manjericdo comparativamente com as folhas frescas. No
entanto o parametro a* aumentou significativamente, indicando que a cor das folhas se
tornou menos verde, e o parametro b* ndo foi afetado pela temperatura, porém diminuiu
quando a temperatura aumentou para 30 °C. Tendo em conta esses resultados e
comparando os dois processos de desidratacédo, fica evidente que a secagem por calor
exerce maior influéncia na perda de cor que a liofilizacdo. Sendo que, a percentagem da
reducdo de luminosidade (L*) foi maior no processo de secagem a quente (26,9%) que
no processo de liofilizagdo (11,8 %); contudo, em ambos houve perda de cor nos
parametros a* e b*, sendo mais evidente quando o processo de secagem por calor foi
aplicado.

Os autores Luna-Vital et al. (2017), Buvé et al. (2018) e Jiang et al. (2018)
demonstraram que a perda de cor em matrizes naturais, sob influéncia de fatores externos
(pH e temperatura), estd relacionada com a degradacdo das antocianinas, sendo a
diminuicdo do teor total de antocianinas esta diretamente proporcional a diminuicao do
valor a* (azul para vermelho).

Assim, a fim de preservar as caracteristicas originais das matrizes naturais coradas,
nomeadamente folhas de plantas, deve ser aplicado o processo de secagem adequado,
sendo que o processo de liofilizagdo tem demonstrado ser a metodologia mais eficiente,

com menor degradacao associada (Lima-Corréa et al., 2017).

4.2.  Caracterizacdo nutricional das folhas de O. basilicum var. purpurascens

Os resultados da avaliagcdo do valor nutricional das folhas de O. basilicum var.
purpurascens estdo presentes na Tabela 9. Tendo em conta os resultados obtidos, foi
evidente que 0s macronutrientes presentes em maior quantidade foram os hidratos de
carbono (7,17 + 0,07 g/100 g mf), seguido do teor em proteinas (2,3 £ 0,1 g/100 g mf).
A concentragdo em gordura foi consideravelmente baixa, apresentando um valor de 0,36
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+ 0,02 g/100 g mf. Em relacdo a humidade, esta planta apresentou um teor de 85 + 2
9/100 g, revelando uma elevada percentagem de &gua na sua composi¢do. Em geral, 0
nivel de energia das folhas do O. basilicum var. purpurascens foi de 41,22 + 0,04
kcal/100 g mf.

Tabela 9. Parametros nutricionais das folhas de O. basilicum var. purpurascens (média + DP).

Valor nutricional Valor
Humidade (g/100 g mf) 85+2
Cinzas (g/100 g mf) 2,84 +£0,01
Proteinas (g/100 g mf) 2,3+0,1
Gordura (g/100 g mf) 0,36 + 0,02
Hidratos de carbono (g/100 g mf) 7,17 £ 0,07
Energia (kcal/100 g mf) 41,22 £ 0,04

mf- massa fresca

El-Hadidy & Mostafa (2011), também estudaram o valor nutricional das folhas
frescas de manjericdo vermelho rubi e os resultados foram concordantes com o0s
apresentados neste trabalho. Os hidratos de carbono foram, também, os principais
macronutrientes (4,70 + 0,91 %), seguidos das proteinas (3,24 = 0,23 %). O contedo
em cinzas foi de 1,78 £ 0,11 % e a amostra apresentou um teor de humidade semelhante
com um valor de 84,40 + 0,46 %. Murillo-Amador et al., (2013) estudaram o perfil
nutricional de vinte e quatro cultivares de Ocimum em dois ambientes de cultivo
diferentes, incluindo o manjericdo vermelho rubi. Os resultados obtidos por estes autores
divergiram dos resultados apresentados no presente estudo, revelando quantidades de
proteina, cinzas e gordura de 16,36 %, 15,05 % e 2,14 %, respetivamente. O teor de
humidade (83,44 %) foi semelhante ao obtido neste trabalho, no entanto, as folhas secas
da amostra de manjericdo vermelho rubi revelaram um valor energético de 3951,64
cal/lg. Pereira et al. (2015a) realizaram estudos a nivel do valor nutricional de O.
basilicum L. verde e os resultados véo ao encontro dos obtidos neste trabalho, quando
convertidos para massa seca. Os macronutrientes principais foram os hidratos de
carbono (82,5 + 0,1 g/100 g ms) apresentando um valor superior ao obtido neste trabalho
(63,5+0,5g/100 g ms), o teor em cinzas (15,6 £ 0,1 g/100 g ms) foi ligeiramente inferior
ao das folhas de manjericdo vermelho rubi (18,73 £ 0,04 g/100 g ms). O manjericéo
verde apresentou um teor em proteinas (0,89 + 0,04 g/100 g ms) inferior ao obtido neste
trabalho e a gordura (1,03 g/100 g ms) foi ligeiramente inferior a do O. basilicum var.
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purpurascens (2,4 £ 0,1 g/100 g ms). As diferencas encontradas nos estudos citados,
podem ser devidas as distintas condi¢Bes de cultivo desta espécie vegetal o que reflete

elevada influéncia na composicdo quimica das plantas.

4.3. Composicdo quimica das folhas de O. basilicum var. purpurascens

4.3.1. Perfil em acUcares, acidos organicos, tocoferdis e acidos gordos

Os resultados da composicdo quimica (agucares livres, &cidos organicos,
tocoferois e acidos gordos) das folhas de O. basilicum var. purpurascens esta presente
na Tabela 10.

Relativamente ao perfil em acucares, as folhas do manjericdo vermelho rubi
revelaram a presenca de quatro acgtcares, sendo dois monossacaridos (glucose e frutose)
e dois dissacaridos (sacarose e trealose). A glucose foi o principal agucar livre detetado
(0,040 g/100 g mf), enquanto que a sacarose foi a molécula identificada em menor
concentracdo (0,010 g/100 g mf). A frutose e a trealose foram encontradas em igual
concentracgéo (0,020 £ 0,002 e 0,020 + 0,007 g/100 g mf, respetivamente). O teor total
de acucares revelou, em geral, uma quantidade baixa (0,090 + 0,003 g/100 g mf). Na
literatura ndo sdo encontrados estudos que avaliam a composicdo em acgucares desta
variedade. No entanto, Pereira et al. (2015a) estudaram a composi¢do quimica de O.
basilicum L. verde e os resultados mostraram a presenca das mesma moléculas: frutose,
glucose, sacarose e trealose. Ao contrario do presente estudo, a sacarose foi 0 composto
encontrado em maior concentragdo (1,02 + 0,07 g/100g ms), seguido da trealose (0,85 £
0,05 g/100 g ms), frutose (0,52 £+ 0,01 g/100 g ms) e glucose (0,40 + 0,01 g/100 g ms).

Por outro lado, num estudo realizado por Carocho et al. (2016), onde estudaram
as folhas manjericdo como ingrediente funcional e conservante no queijo "Serra da
Estrela”, os resultados revelaram que o acucar mais abundante nas decocgfes de O.
basilicum verde foi a frutose (12 + 1 mg/g de decocc¢éo), seguida de sacarose e glucose
(11,7 £ 0,4 e 5,8 + 0,6 mg/g de decoccdo, respetivamente). Embora que estes resultados
se refiram a mesma espécie, as diferencas observadas podem ser explicadas pelas
diferentes variedades estudadas, bem como pelos métodos de extracéo utilizados.

Os é&cidos orgéanicos presente nestas folhas também foram caraterizados e 0s
resultados revelaram a presenca de sete moléculas: acidos oxalico, quinico, malico,

chiguimico, citrico, fumarico e ascorbico (Tabela 10). O acido quinico foi identificado
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como o composto mais abundante (7,4 £ 0,4 g/100 g mf), seguido do acido oxalico (5,37
+ 0,05 g/100 g mf), mélico (3,55 £ 0,05 g/100 g mf) e citrico (2,76 £ 0,04 g/100 g mf).
Por outro lado, os &cidos chiquimico, fumarico e ascorbico revelaram concentragdes
mais baixas (0,0578; 0,027 e 0,023 ¢g/100 g mf), e a concentracdo total de acidos
organicos foi de 19,2 + 0,3 g/100 g mf.

Os &cidos organicos mais abundantes ja foram descritos como tendo inimeras
fungdes bioativas, nomeadamente o &cido quinico tem demonstrado propriedades
terapéuticas, entre as quais, a atividade radioprotetora, efeitos antidiabéticos, anti-
neuroinflamatdrios e antioxidantes (Jang et al., 2017). Por outro lado, o &cido oxalico é
considerado um dos &cidos organicos mais fortes e abundantes na natureza, sendo
estudado em diferentes areas de investigacdo. Este &cido organico tem demonstrado
diversas propriedades, nomeadamente potencial antioxidante, agente toxico contra
agentes patogénicos de abelhas e capacidade conservante, no que diz respeito ao
retardamento da maturacdo de muitas frutas e vegetais (Kayashima & Katayama, 2002;
Cefola & Pace, 2015; Nanetti et al., 2015). O &cido mélico tem sido amplamente
utilizado em diferentes sectores, tais como na industria alimentar e de bebidas (usado
como intensificador de sabor e acidulante), produtos quimicos, farmacéuticos e também
na agricultura. Além disso, estudos também descrevem a sua aplicacdo na limpeza de
metais, acabamento téxtil, tratamento de agua e sintese quimica de acido poli p-L-malico
(aplicado como plastico biodegradavel) (Cheng et al., 2017; Dai et al., 2018). Em relacéo
ao acido citrico, varios estudos revelam o seu forte potencial antimicrobiano, bem como
0 Seu uso no tratamento de infe¢des por queimaduras (Osaili et al., 2015; Nagoba et al.,
2017). Contudo, esta molécula é também utilizada na preparacao de citratos medicinais,
confeitaria, refrigerantes e sais efervescentes (Angumeenal & Venkappayya, 2013).

O perfil de &cidos orgénicos do extrato obtido por decocgdes de O. basilicum
verde foi previamente descrito (Carocho et al., 2016), revelando a presenca de acidos
oxalico, quinico, malico, chiquimico e citrico. Também neste estudo o principal acido
organico foi o0 acido quinico (180 + 5 mg/g de decoccdo liofilizada), seguido dos acidos
oxalico, malico, citrico e chiquimico (98 + 4; 54 + 3; 38 + 1 e 2,92 + 0,03 mg/g de
decoccéo, respetivamente), sendo a ordem de abundancia dos compostos de acordo com
a ordem descrita no presente estudo.

Relativamente a variedade manjericdo vermelho rubi, tendo em conta a literatura,

ndo foram encontrados estudos anteriores sobre a composicao de &cidos organicos.
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Tendo em conta a avaliacdo do perfil em tocoferois, os resultados obtidos estdo
presentes na Tabela 10. As isoformas a-, -, y- € d-tocoferol, foram detetadas nas folhas
de O. basilicum var. purpurascens, destacando-se o y-tocoferol como a molécula mais
abundante (34,6 £ 0,7 mg/100 g mf), seguida por a- tocoferol, B- e d-tocoferdis, que
evidenciaram uma concentracéo total de 39,3 = 0,8 mg/100 g mf.

Todas as isoformas dos tocoferais (a-, B-, y- € 6-) S0 Sintetizadas e armazenadas
nas folhas e nas sementes das plantas, exercendo fungfes antioxidantes (Azzi, 2017).
Estas moléculas tém recebido elevada atencdo por parte dos diferentes sectores
industriais, tal como, no sector alimentar, cosmético e farmacéutico. Na industria
alimentar, este vitdmero é usado para aumentar o prazo de validade e a estabilidade dos
alimentos. Terapeuticamente, estudos tém revelado propriedades fotoprotetoras,
antioxidantes, hipolipemiantes, antiaterogénicas, anti-hipertensivas, atividades
nefroprotetoras e anti-inflamatdrias (Saini & Keum, 2016). Em particular, o y-tocoferol
destaca-se como um forte antioxidante e revela efeitos anti-inflamatdrios, anti-
proliferativos e pro-apoptoticos (Reiter et al., 2007; Das Gupta e Suh, 2016).

Gbmez-Coronado et al. (2004), estudaram o contetdo de tocoferdis em produtos
comestiveis de origem vegetal, revelando a presenga de a-tocoferol (4,05 mg/100 g de
folhas frescas) e y-tocoferol (0,69 mg/100 g de folhas frescas) na espécie O. basilicum
verde. Estes valores demonstram que a variedade de manjericdo aqui estudada, possui
maior contetdo em tocoferdis (a- ¢ y- isoformas). No entanto, na literatura ndo foram
encontrados estudos que descrevam a composicdo destas vitaminas nesta variedade.

A composicdo em acidos gordos também foi avaliada, estando os resultados
presentes na Tabela 10. Vinte moléculas de acidos gordos foram identificadas nas folhas
secas de O. basilicum var. purpurascens, surgindo o acido a-linolénico (C18:3n3) em
maior percentagem (53,79 + 0,04%). Em concentragdes significativas foram
identificadas as moléculas de acido palmitico (C16:0; 16,75 £ 0,07 %), linoleico
(C18:2n6; 6,61 + 0,01 %) e oleico (C18:1n9; 5,20 + 0,02%). Os demais acidos gordos
identificados apresentaram concentracGes reduzidas, particularmente, inferiores a 5 %.

Segundo alguns autores, o acido a-linolénico pode ser obtido através da ingestao
regular de alguns alimentos, como 0leos de sementes, feijoes, nozes e vegetais folhosos,
e tem sido descrito como tendo propriedades benéficas para a satude, demonstrando
propriedades terapéuticas, tais como: efeitos protetores ao nivel do sistema

cardiovascular, efeitos anticancerigenos, anti-osteopordticos, anti-inflamatorios,
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hipocolesterolémicos, atividade antiarritmica, atividade antioxidante e diminui¢cdo do
risco de deméncia leve (Kim et al., 2014).

Os acidos gordos polinsaturados (PUFA; 60,88 + 0,05 %) foram o principal
grupo de acidos gordos presentes na amostra, seguidos dos acidos gordos saturados
(SFA; 32,88 + 0,08 %) e dos acidos gordos monoinsaturados (MUFA,; 6,24 + 0,03 %).

Estes resultados estdo de acordo com um estudo realizado por Kadan et al.
(2016), onde foi avaliada a composic¢do quimica do extrato metanolico de O. basilicum
verde. Os resultados também evidenciaram os acidos a-linolénico, palmitico e linoleico,
como 0s principais compostos, exibindo concentracdes de 4,39; 4,26 e 1,38 %,
respetivamente.

Pereira et al. (2015a) também estudaram uma variedade verde de O. basilicum,
e na avaliacdo dos acidos gordos também identificaram PUFA como o grupo maioritario,
seguido pelos SFA e finalmente pelos MUFA, revelando maiores concentragdes de acido
a-linolénico (55,89 + 0,26 %), &cido linoleico (9,84 + 0,03 %) e acido palmitico (17,79
10,31 %).

Os acidos gordos polinsaturados sdo moléculas essenciais para a saide humana,
tendo um papel importante nas funcbes da barreira hematoencefalica, fluidez da
membrana neural, neurogénese, memoria, emocdes e no desenvolvimento e manutengdo
da estrutura cerebral durante o estagio embrionario e adulto (Khan & He, 2017, Yang et
al., 2018). Além disso, desempenham um papel significativo na regulacéo do sistema
endocanabinoide, que é o principal regulador do humor e das emocGes (Khan & He,
2017). Estudos relatam que o consumo insuficiente de acidos gordos polinsaturados
aumenta a probabilidade de doencas relacionadas a idade, tais como doengas
cardiovasculares, cerebrais, inflamatorias e cancro (Kraic et al., 2018). Uma vez mais,
para a variedade avaliada no presente estudo, ndo foram encontrados estudos sobre a sua

composicao em acidos gordos.
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Tabela 10. Composicdo em agucares, acidos organicos, tocoferdis e acidos gordos das folhas de O. basilicum var.
purpurascens (média £DP).

Teor em agUcares (g/100 g mf)

Acidos gordos (%)

Frutose 0,020 £ 0,002 C6:0 0,029 £ 0,001
Glucose 0,040 £ 0,002 C10:0 0,175 £ 0,005
Sacarose 0,010 £ 0,004 C12:0 0,114 £ 0,005
Trealose 0,02 £0,01 C13:0 4,32 +0,04
Total 0,100 £ 0,001 C14:0 0,462 £ 0,004
Teor em acidos organicos (g/100 g mf) C15:0 0,69 + 0,02
Acido oxalico 5,37+ 0,05 C16:0 16,75 + 0,07
Acido quinico 74+04 Ci16:1 1,044 + 0,003
Acido malico 3,55 + 0,05 C17:0 0,41 +0,01
Acido chiquimico 0,0578 £+ 0,0003 C18:0 4,167 £ 0,001
Acido citrico 2,76 + 0,04 C18:1n9 5,20 + 0,02
Acido fumarico 0,027 £ 0,001 C18:2n6 6,61 +0,01
Acido ascorbico 0,023 £ 0,001 C18:3n3 53,78 £0,02
Total 19,2+0,3 C20:0 3,436 + 0,005
Tocoferois (mg/100 g mf) C20:2 0,189 + 0,002
a-Tocoferol 41+0,1 C20:3n3 0,295 + 0,004
B- Tocoferol 0,38 £0,02 C21:0 0,40 £0,01
v- Tocoferol 3B/5+1 C22:0 1,23 +0,03
8- Tocoferol 0,26 + 0,03 C23:0 0,26 £ 0,01
Total 39+1 C24:0 0,44 £ 0,02
SFA 329+0,1
MUFA 6,24 £ 0,03
PUFA 60,87 £ 0,04

Acido caproico (C6:0); Acido caprico (C10:0); Acido laurico (C12:0); Acido tridecilico (C13:0); Acido miristico (C14:0); Acido
pentadecandico (C15:0); Acido palmitico (C16:0); Acido palmitoleico (C16:1); Acido heptadecandico (C17:0); Acido estearico (C18:0);
Acido oleico (C18:1n9); Acido linoleico (C18:2n6¢); Acido a-linolénico (C18:3n3); Acido araquidico (C20:0); Acido eicosadienoico
(C20:2); Acido eicosatriendico (C20:3n3); Acido heneicosilico (C21:0); Acido beénico (C22:0); Acido tricosandico (C23:0); Acido
lignocérico (C24:0). SFA — Acidos gordos saturados; MUFA- Acidos gordos monoinsaturados; PUFA - Acidos gordos polinsaturados.

4.3.2. Perfil em compostos fendlicos ndo antociéanicos e antocianicos

O perfil detalhado dos compostos fenolicos presentes nas amostras de manjericao
vermelho rubi esta representado na Tabela 11. A tentativa de identificagdo dos
compostos teve por base tempos de retencdo (Tr), comprimentos de onda de absorcéo
méaxima na regido de UV-Vis (Amax), id0 pseudomolecular ([M-H]") e fragmentacédo do
ido molecular (MS?), sendo que, sempre que possivel foram comparados com padroes
disponiveis ou literatura.

No total foram identificados vinte e seis compostos (Figura 26), treze moléculas
ndo antocianicos e treze antocianicos. Dentro dos compostos ndo-antocianicos foram
identificados trés acidos fendlicos, nove derivados de flavanonas (derivados de eridictiol
e de naringenina) e um flavanonol. No que diz respeito aos compostos antocianicos,
foram identificados doze derivados glicosilados de cianidina, sendo estes os principais
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compostos presentes, no entanto, foi identificado um composto derivado de
pelargonidina.

Em relagéo aos derivados de flavonoides ndo antocianicos, 0os compostos 2, 3 e
6 ([M-H] a m/z 449), 5 ([M-H]" a m/z 463) e 9 e 12 ([M-H] a m/z 535) foram
identificados como glicosidos de eridictiol com base nos seus espectros UV (Amax cerca
de 285 nm com um ressalto a 330 nm) e a producdo do fragmento MS? a m/z 287. Os
picos 2, 4 e 6 foram identificados como isdmeros de eriodictiol-O-hexdsido, em que 0
fragmento MS? revelou a perda de uma unidade de hexosil (m/z a 287; -162 u). A posi¢io
e a natureza da porcdo do hexdsido ndo pude ser identificada, porque os tempos de
reten¢do dos compostos ndo correspondiam a nenhum dos padrdes disponiveis. De igual
modo, o pico 5 apresentou um fragmento MS? a m/z 287, tendo uma perda de uma
unidade de glucuronido (-176 u), tendo sido tentativamente identificada como
eriodictiol-O-glucurdnido. Os compostos 9 e 12 apresentaram um ion pseudomolecular
com 86 u (fracdo malonil) maior que os compostos 2, 4 e 6, sendo ambos 0S picos
identificados como eriodictiol-O-malonil-hexésido. De modo semelhante, os picos 7, 8
e 13 foram identificados como glicosidos de naringenina (Amax por volta de 353 nm e
com um fragmento MS? a m/z 271), e o pico 1 como glic6sido de taxifolina (Amax por
volta de 350 nm e com um fragmento MS? a m/z 303). Enquanto que o pico 1 ([M-H] a
m/z 465) e 7 ([M-H]™ a m/z 433) foram tentativamente identificados como taxifolina-O-
hexdsido e naringenina-O-hexosido, respetivamente, o composto 13 ([M-H ] am/z 519)
foi tentativamente identificado como naringenina-O-malonil-hexésido. O composto 8
([M-H] a m/z 565) apresentou os seguintes ides de fragmentacgéo 445 ([M-H-120]"), 313
([M-H-120-132]") e 271 ([M-H-294]"), podendo ser identificado como naringenina-C-
hexosil-O-acetil-pentoside. No entanto, nenhum composto com tais caracteristicas foi
descrito na literatura, portanto, este composto foi simplesmente identificado como um
derivado de naringenina. N&o existem estudos anteriores que mencionem a presenca
destes compostos flavonoides ndo antocianicos nas folhas de O. basilicum var.
purpurascens.

No que diz respeito aos acidos fendlicos, o composto 10 foi identificado
positivamente como &cido rosmarinico, tendo por base a comparacdo do tempo de
retencdo, espectros de UV-Vis e padrédo de fragmentacdo MS, com o padréo comercial.
O composto 11 revelou caracteristicas semelhantes ao pico 10 sendo identificado como
um isémero do acido rosmarinico. O composto 3 ([M-H] a m/z 473) apresentou um
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padrdo de fragmentacdo que permitiu identificar este composto como acido chicorico.
Os compostos 3 (acido chicérico) e 10 (&cido rosmarinico) tém sido amplamente
identificados em amostras de manjericdo, sendo o &cido rosmarinico um dos principais
compostos fendlicos ndo antocianicos presentes no manjericdo vermelho rubi (Kwee &
Niemeyer, 2011, Srivastava et al., 2014; Srivastava et al., 2016; Flanigan and Niemeyer,
2014; Luna et al., 2015; Moghaddam & Mehdizadeh, 2015).

Os compostos antocianicos identificados representam 19% dos compostos
fenolicos totais. Os compostos 16-23 e 25-26 foram identificados em estudos prévios
descritos na literatura por Luna et al. (2015) e Phippen e Simon (1998) e por conseguinte
foram identificados de igual forma nesta amostra, pois apresentaram 0 mesmo ido
molecular, padrdo de fragmentacao e espectros UV-Vis.

Os compostos 14 e 15 ([M-H] a m/z 919) apresentaram um ido pseudomolecular
com menos -162 u (residuo hexdsilo) em comparacdo com o pico 18 e 21 ([M-H] am/z
1081), tendo sido tentativamente identificados como isémeros 1 e 2 de cianidina-3-(p-
cumaroil-6'-cafeoil)soforoside. O pico 24 ([M-H] a m/z 1049) apresentou um padrao de
fragmentacdo semelhante ao pico 22, porém com uma aglicona diferente (derivado de
pelargonidina), sendo tentativamente identificado como pelargonidina-3-(6,6'-dip-
cumaroil)soforoside-5-glucosido. Entre as treze antocianinas identificadas, cianidina-3-
(6,6'-di-p-cumaroil)soforoside-5-glucésido foi o principal composto antocianico,
quantificado nas folhas de O. basilicum var. purpurascens, seguido pelo isémero 1 de
cianidina-3-(6-p-cumaroil-6'-Cafeoil)soforoside-5-glucosido.

Phippen & Simon, (1995) quantificaram catorze compostos antocianicos em
variedades de manjericdo roxo, entre as quais manjericdo vermelho rubi, sendo o
conteddo total de antocianinas de 17,44 + 0,80 mg/100 g de massa fresca. Estes
resultados ndo poderdo ser comparados com os deste estudo, pois 0s resultados estdo

expressos em unidades distintas.

70



Resultados e Discussdo

Tabela 11. Tempo de retencdo (Tr), comprimentos de onda de absor¢do maxima na regido de UV-Vis (Amax),
tentativa de identificacdo e quantificagdo de compostos fendlicos no extrato hidroetandlico de O. basilicum var.

purpurascens (média + DP).

. Tr Amax 3 Fragmento principal . . e Quantificagéo
Pico (min) (nm) [M-H] ESI- MSn [intensidade (%6)] Tentativa de identificacdo (mglg)
1 6,7 287,sh320 465 303(100) Taxifolina-O-hexésido® 1,52 + 0,02
2 10,9 285,sh330 449 287(100) Eriodictiol-O-hexésido 1,6+0,1
isdmero 1°
3 12,4 287, sh330 449 287(100) Eriodictiol-O-hexdsido 36+£0,1
isdmero 2°
4 14,1 325 473 311(98),293(100) Acido chicérico® 33+0,1
5 15,2 285,sh325 463 287(100) Eriodictiol-O-glucurénido® 1,48 £ 0,02
6 16,0 285, sh330 449 287(100) Eriodictiol-O-hexdsido 127+04
isdmero 3°
7 16,5 284, sh320 433 271(100) Naringenina-O-hexdsido® 47+0,2
8 19,7 287, sh320 565 445(100),313(17),271(48) Derivado de naringenina® 1,6+0,1
9 20,6 285,sh335 535 491(100),287(10) Eriodictiol-O-malonil- 20,4+0,4
hexésido isémero 1°
10 219 327 359 197(28),179(42),161(100),133(5) Acido rosmarinico? 95+1
11 23,0 323 359 197(26),179(35),161(100),133(6)  Acido rosmarinico isémero® 9604
12 24,5 290,sh330 535 491(60),287(100) Eriodictiol-O-malonil- 2,67 +0,03
hexdsido isomero 2°
13 25,8 284,sh330 519 475(100),271(12) Naringenina-O-malonil- 14,69 £ 0,01
hexdsido®
TAF 108 £2
TFNA 68+1
TCENA 173+3
Pico Tr Amax [M+H]* Fragmento principal Tentativa de identificacdo Quantificagéo
(min) (nm) ESI- MSn [intensidade (%0)] (mg/g)
14 26,7 520 919 757(49),449(6),287(13) Cianidina-3-(pC-6'-Caf)Sph 4,66 +0,07
isémero 1¢
15 30,6 520 919 757(49),449(6),287(13) Cianidina-3-(pC-6'-Caf)Sph 2,12+0,02
isomero 2°
16 31,9 522 1005 757(6),535(11),287(11) Cianidina-3-(6-pC)Sph-5-(6- 2,145 + 0,002
Mal)Glc®
17 35,9 522 757 595(100),449(11),287(61) Cianidina-3-(6pC)Glc-5-Glc® 1,95+0,01
18 37,4 530 1081 919(15),449(6),287(6) Cianidina-3-(6-pC-6"- 5,41 + 0,05
Caf)Sph-5-Glc isémero 1°
19 38,2 532 1167 919(44),757(5),287(20) Cianidina-3-(6-pC-6"- 2,201 + 0,002
Caf)Sph-5-(6-Mal)Glc
isomero 1°
20 39,4 530 1167 919(27),757(5),287(6) Cianidina-3-(6-pC-6"- 1,98 +0,01
Caf)Sph-5-(6-
Mal)Glc isémero 2°
21 39,9 530 1081  919(100),449(11),287(20) Cianidina-3-(6-pC-6"- 2,14 +0,02
Caf)Sph-5-Glc isomero 2¢
22 40,5 530 1065 903(20),449(5),287(3) Cianidina-3-(6,6'-dipC)Sph- 7502
5-Glc®
23 41,2 526 1151 989(10),903(5),287(5) Cianidina-3-(6,6'-dipC)Sph- 31+0,1
5-(6-Mal)Glc®
24 41,9 514 1049 887(33),433(9),271(5) Pelargonidina-3-(6,6'- 3,03 +0,01
dipC)Sph-5-GIc'
25 424 526 1167  1005(63),919(23),449(8),287(13)  Cianidina-3-(6-pC-X-Mal-6- 2,19 + 0,01
Caf)Sph-5-Glc®
26 42,8 530 1151 989(28),449(17),287(5) Cianidina-3-(6-pC-X-Mal-6- 2,381 + 0,002
pC)Sph-5-Glc®
TCA 40,8+ 0,4

Tr —tempo de retencéo; TAF —total de &cidos fendlicos; TFNA — total de flavonoides ndo-antocianicos; TCFNA — total de compostos
fendlicos ndo-antocianicos; TCA — total de compostos antocianicos. pC — p-cumaroil; Sph- soforésido; Caf — cafeoil; Mal — malonil;
Glc — glucésido. Curvas de calibragdo usadas: a- taxifolina (y = 203766x — 208383; R? = 1); b- naringenina (y = 18433x + 78903;
R2 = 0.999); c- 4cido cafeico (y = 388345x + 406369; R2 = 0.994); d- acido rosmarinico (y = 191291x — 652903; R? = 0.999); e-
cianidina-3-O-glucdcido (y = 97787x — 743469; R? = 0.999); f- pelargonidina-3-O-glucdsido (y = 43781x — 275315; R? = 0.999).
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Figura 26. Perfil de compostos fenolicos de extratos hidroetandlicos de O. basilicum var. purpurascens registados a
280 nm (A) e 520 nm (B).

A correspondéncia da numeracdo de picos é apresentada na Tabela 3 (CA - compostos antocianicos - ndo
quantificados usando esta metodologia).

4.4.  Atividade antioxidante, antimicrobiana, citotdxica e hepatotdxica do extrato

hidroetandlico obtido a partir das folhas de O. basilicum var. purpurascens

Para avaliacdo da atividade antioxidante do extrato hidroetanolico do manjericdo
vermelho rubi, foram utilizados trés ensaios in vitro (atividade captadora do radical
DPPH, poder redutor, inibicdo da descoloracdo do f-caroteno), estando os resultados
patentes na Tabela 12. Relativamente aos valores de ECso obtidos, o extrato revelou
potencial antioxidante em todos os ensaios realizados, contudo os valores mais baixos
de ECso (melhor atividade antioxidante revelada) foram obtidos no ensaio da atividade
captadora de radicais DPPH (57 + 2 pg/mL), seqguido do ensaio do poder redutor (68,1

+ 0,3 pg/mL) e, por fim, do ensaio da inibi¢do da descoloracdo do p-caroteno (93 = 9

pg/mL).
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El-Hadidy& Mostafa, 2011, avaliaram atividade antioxidante das folhas secas de
manjericdo vermelho rubi, através do ensaio do poder redutor. Os resultados mostraram
que a amostra apresentou maior poder redutor, com um valor de 1,0 + 0.2 mg/mL,
comparativamente ao &cido ascorbico e ao acido tanico, provando a existéncia de
potencial antioxidante nesta variedade, tal como aconteceu no presente estudo. Flanigan
& Niemeyer (2014), avaliaram também a atividade antioxidante de um extrato
metandlico acidificado (HCI 0,2M) de folhas de O. basilicum var. purpurascens, atraves
do ensaio do poder redutor, obtendo também resultados promissores. Contudo esses
resultados ndo sdo comparaveis com os do presente estudo pois sdo apresentados em
unidades diferentes.

Srivastava et al. (2014) também desenvolveram estudos a fim de determinar o
potencial antioxidante em extratos hidroetandlicos (60/40 v/v) de material vegetal
liofilizado (partes aéreas e raizes) de variedades de O. basilicum. Para tal recorreram a
um ensaio de quimiluminescéncia e verificaram que o manjericdo vermelho rubi é uma
das variedades que apresenta sinais de quimiluminescéncia mais elevados, logo tem
maior atividade antioxidante, comparativamente as outras variedades estudadas. Estes
autores associam esta atividade antioxidante a concentracdo de acido rosmarinico da
amostra, o que também pode servir como justificacdo no presente estudo, uma vez que
a variedade de manjericdo estudada evidenciou elevada concentracdo neste acido

fenolico (95 £ 1 mg/g extrato).

Tabela 12. Atividade antioxidante do extrato hidroetanélico de O. basilicum var. purpurascens.

Concentracéo Trolox
Atividade antioxidante (valores ECso, pg/mL)
Atividade captadora do radical DPPH 57+2 41+1
Poder Redutor 68,1+0,3 41,7+0,3
Inibi¢do do branqueamento de S-caroteno 93+9 18+1

*ECso: Concentragdo de extrato correspondendo a 50% de atividade antioxidante ou 0,5 da
absorvancia no ensaio do poder redutor. Trolox (controlo positivo). Valores ECso: 42 pg/mL
(atividade captadora de radicais DPPH), 41 pg/mL (poder redutor), e 18 pug/mL (inibicdo da
descoloragdo do B-caroteno).

Na Tabela 13, estdo apresentados os resultados obtidos na atividade
antimicrobiana do extrato hidroetandlico das folhas de O. basilicum var. purpurascens.
Este extrato foi testado contra um painel de bactérias patogénicas (bactérias Gram-

positivos e Gram-negativos) e fungos. Os resultados evidenciaram capacidade
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antimicrobiana frente as culturas bacterianas estudadas, destacando-se as concentracfes
obtidas para a estirpe Bacillus cereus, onde os valores CMI (0,10 mg/mL) e CMB (0,15
mg/mL) foram menores, ou seja, elevado potencial bactericida e bacteriostatico do
extrato frente a esta estirpe. Para além disso, o extrato também revelou uma alta
atividade contra Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli e
Enterobacter cloacae, exibindo valores de CMI e CMB de 0,15 e 0,30 mg/mL,
respetivamente.

Na avaliacdo do potencial antifungico do extrato hidroetanolico revelou resultados
promissores frente &s leveduras testadas, com efeito fungicida em todos os casos.
Aspergillus ochraceus foi a espécie mais suscetivel ao extrato com valores de CMI e
CMF de 0,037 mg/mL e 0,075 mg/mL, respetivamente. O mesmo efeito fungicida foi
obtido na estirpe Aspergillus fumigatus (CMF = 0,075 mg/mL).

Quando se comparam os resultados obtidos pelo extrato de manjericdo vermelho
rubi com os resultados dos controlos positivos, na maioria das bactérias e fungos
testados, os valores de CMI e CMB/CMF foram muito menores, representando uma
maior atividade antimicrobiana do extrato em comparag¢do com os controlos.

N&o havendo estudos sobre a atividade antimicrobiana de extratos hidroetanolicos
das folhas do manjericdo vermelho rubi, foram considerados outros estudos sobre o
poder antimicrobiano da espécie, particularmente em 6leos essenciais. Assim, Baldim et
al. (2018) estudaram os efeitos dos dleos essenciais de duas cultivares de manjericdo,
entre as quais O. basilicum var. purpurascens, frente a bactérias Gram-positivos
(Bacillus cereus, Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes) e Gram-negativos
(Salmonella sp. e Pseudomonas aeruginosa), ficando claro o seu potencial bactericida.
Também, Carocho et al. (2016) estudaram a atividade antimicrobiana de decoc¢es de
manjericdo verde e os resultados foram positivos em relagdo a atividade antibacteriana
e antifangica. Também neste estudo Bacillus cereus foi a estirpe bacteriana mais sensivel
ao extrato, revelando valores de CMI de 0,125 mg/mL e CMB de 0,250 mg/mL,
enguanto que Penicillium ochlochloron foi o fungo mais sensivel (valor de CMI de 0,062

mg/mL e CMF de 0,125 mg/mL para extrato aquoso de manjericao).
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Tabela 13. Atividade antibacteriana (CMI e CMB mg/mL) e antifingica (CMI e CMF mg/mL) do extrato
hidroetandlico de O. basilicum var. purpurascens.

Atividade Antibacteriana

B.c. S.a. L.m. E.c. En.cl. St
CMI 0,10 0,15 0,15 0,15 0,15 0,15
Extrato hidroetandlico

CMB 0,15 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30

o CMI 0,10 0,04 0,20 0,20 0,20 0,20

Estreptomicina

CMB 0,20 0,10 0,30 0,30 0,30 0,30

CMI 0,25 0,25 0,40 0,40 0,25 0,75

Ampicilina

CMB 0,40 0,45 0,50 0,50 0,50 1,20

Atividade Antiflngica

A.fun. A.0. An. p.f. P.o P.v.c

CMI 0,05 0,037 0,075 0,075 0,10 0,10
Extrato hidroetandlico
CMF 0,075 0,075 0,15 0,15 0,15 0,15
CMI 0,25 0,20 0,20 0,20 2,50 0,20
Cetoconazol
CMF 0,50 0,50 0,50 0,50 3,50 0,30
CMI 0,15 0,10 0,15 0,20 0,20 0,10
Bifonazol

CMF 0,20 0,20 0,20 0,25 0,25 0,20

B.c.: Bacillus cereus; S.a.: Staphylococcus aureos; L.m.: Listeria monocytogenes; E.c.: Escherichia
coli; En. cl.: Enterobacter cloacae; S.t.: Salmonella typhimirium; A.fum.: Aspergillus fumigatus; A.o.:
Aspergillus ochraceus; A.n.: Aspergillus niger; P.f.: Penicillium funiculosum; P.o.: Penicillium
ochrochloron; P.v.c.: Penicillium verrucosum var. cyclopium.

Os extratos hidroetandlicos tém uma concentracdo elevada em compostos
fenolicos, os quais foram descritos como tendo alta atividade antimicrobiana (Steiner et
al., 2017). A presenca de acido rosmarinico, como o principal composto fendlico,
provavelmente, pode explicar a atividade antimicrobiana do manjericao vermelho rubi.
Estudos anteriores relataram vérias propriedades bioldgicas deste acido fendlico,
nomeadamente atividade antibacteriana (Ge et al., 2018; Matejczyk et al., 2018). Estas
qualidades despertam o interesse por esta molécula, bem como pelo manjericao
vermelho rubi, sendo uma fonte natural destes compostos bioativos.

Na literatura ndo forma encontrados estudos sobre a atividade antimicrobiana de
folhas de O. basilicum var. purpurascens, tornando este estudo pioneiro nessa avalia¢ao.

Relativamente aos resultados obtidos nos ensaios de citotoxicidade e
hepatotoxicidade (Tabela 14), foi evidente que este extrato hidroetandlico (80:20 v/v),
obtido a partir das folhas de O. basilicum var. purpurascens, nao apresentou capacidade
anti-proliferativa nas linhas tumorais testadas, apresentado valores de Glso> 400 pg/mL.
No entanto, aquando da avaliacéo da hepatotoxicidade utilizando uma cultura de células

primarias ndo-tumorias (PLP2), os resultados demonstraram que o extrato néo
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demonstrou toxicidade contra a PLP2 na méaxima concentracdo testada (Glso> 400
pg/mL).

Na literatura ndo formam encontrados estudos sobre o potencial citotoxico e
hepatotoxicidade de folhas de O. basilicum var. purpurascens. Contudo, Carocho et al.
(2016) avaliaram a atividade anti-proliferativa e hepatotoxicidade de decoccdes de O.
basilicum verde, nas mesmas linhas celulares utilizadas neste estudo, e os resultados
obtidos por estes autores evidenciaram, também, a auséncia de potencial citotoxico em
algumas linhas tumorais testadas (linhas celulares do carcinoma mamario e do
carcinoma pulmonar), e inibicdo anti-proliferativa nas células do carcinoma cervical e

do carcinoma hepatocelular (Glso 254 £ 5 pg/mL e 225 £ 5 pg/mL, respetivamente).

Tabela 14. Atividade citotoxica e hepatotoxica do extrato hidroetanolico de O. basilicum var. purpurascens.

Concentragao

Linhas celulares tumorais (valores Glso, ug/mL)

MCF-7 (carcinoma mamario) >400
NCI-H460 (carcinoma pulmonar) >400

HeLa (carcinoma cervical) >400

HepG2 (carcinoma hepatocelular) >400

Células ndo tumorais (valores Glso, mg/mL)

PLP2 >400

Glso — concentragdo que inibiu 50% do crescimento celular. Valores Glso de Elipticina (controlo
positivo): 1,21 pg/mL (MCF-7), 1,03 pg/mL (NCI-H460), 0,91 ug/mL (HelLa), 1,10 pg/mL (HepG2)
e 2,29 pg/mL (PLP2). Glso >400 pg/mL- ndo tem atividade.

45. Otimizacdo do processo de obtencdo de um extrato corante a base de

antocianinas a partir das folhas de O. basilicum var. purpurascens

4.5.1. Critérios de resposta para a analise de MSR

De forma a otimizar o processo de extracdo das antocianinas das folhas de O.
basilicum var. purpurascens foi aplicada a metodologia de superficie de resposta (MSR),
que avalia o efeito de multiplas variaveis, bem como as suas intera¢des, resultando em
uma ou mais respostas.

Com a finalidade de obter uma otimizacdo das condicGes de extracdo de antocianinas, 0

desenho experimental DCCC de MSR, associado a 5 niveis para as 3 variaveis
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independentes, foi aplicado segundo as seguintes variaveis e respetivos intervalos: t (20-
120 min), T (25-85 °C) e S (0-100%).

Uma descricdo detalhada dos valores naturais e codificados das varidveis selecionadas
para as 28 combinagdes de respostas, avaliadas através do DCCC, estdo apresentadas na
Tabela 15. A Figura 27 ilustra um resumo abrangente das diversas etapas usadas para
0 procedimento de otimizacg&o, a fim de recuperar os compostos antocianicos das folhas
de manjericdo vermelho rubi. De outro modo, a representacdo do cromatograma que
explicita a analise do perfil em antocianinas do extrato hidroetandlico das folhas de O.
basilicum var. purpurascens através de um sistema HPLC-DAD-ESI/MS obtido através
do ensaio experimental (Tabela 15), esta de acordo com o perfil descrito anteriormente
na seccdo 4.3.2. (Figura 26B), onde também foram identificadas treze compostos
antocianicos (Tabela 11) com base nos cromatogramas UV-vis e espectros de MS.

Os conteudos individuais (P1 a P13) e agrupados (TCA) foram utilizados como
critérios de resposta para otimizar as condi¢cbes da HAE das folhas de manjericdo
vermelho rubi, utilizando MSR. Também foram considerados os valores do rendimento
de extracdo, que variaram de 13,22 a 41,00 % com 0s ensaios experimentais n® 16 e 21,
respetivamente (Tabela 15). Deste modo, um total de 15 variaveis de resposta foram

determinadas e usadas como critérios de otimizacao.
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Tabela 15. Delineamento experimental (variaveis independentes e os seus valores codificados e naturais), valores para compostos antocianicos (mg/g E) e rendimento de extragéo (%) obtidos nas

28 execucdes envolvidas na otimizag8o da extracdo de HAE por MSR.

Projeto experimental DCCC de cinco niveis

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
Valores Xt Tempo ® 141 1 1 1 1 1 168 -1,68 0 0 0 0 -1,68 -168 -1,68 -168 168 168 168 168 0 0 0 0 0 0
codificados <z Temp- ) S 1 1 1 1 1 0 0 -168 168 0 0 -1,68 -168 168 1,68 -1,68 -168 168 168 0 0 0 0 0 0
Xs: Solvente (S) -1 1 -1 1 -1 1 4 1 0 0 0 0 -1,68 1,68 -1,68 1,68 -1,68 1,68 -1,68 1,68 -1,68 168 0 0 0 0 0 0
Valores Xt t(min) 403 40,3 40,3 403 997 99,7 997 997 1200 200 700 700 70,0 700 200 200 200 200 1200 1200 1200 120,0 700 70,0 70,0 70,0 70,0 70,0
naturais X2: T (C) 372 371 728 728 372 372 728 728 550 550 250 850 550 550 250 250 850 850 250 250 850 850 550 550 550 550 550 550
X3: S (%) 203 79,7 203 797 203 797 203 797 500 500 500 500 00 1000 00 1000 00 1000 00 1000 00 1000 500 500 50,0 50,0 50,0 50,0
Variaveis de resposta para aplicacdo de MSR
P1 334 561 4,50 575 341 580 355 49 393 508 505 552 317 578 196 636 456 583 227 586 142 511 493 491 534 535 524 484
P2 247 424 264 415 238 427 226 372 255 332 315 292 231 531 178 485 250 4,11 183 422 145 383 343 354 347 348 344 329
P3 394 553 471 537 360 652 390 578 393 489 529 574 281 513 210 425 298 316 159 463 148 542 633 7,04 670 671 694 667
P4 295 568 282 505 293 660 271 501 370 426 498 497 166 460 1,79 527 147 467 159 461 139 512 459 457 478 479 440 442
P5 7,61 1313 839 1366 7,30 13,00 815 13,66 10,54 12,68 1527 17,09 2,64 981 1,87 832 147 1019 159 867 1,39 11,07 16,99 16,40 17,62 17,66 1593 16,40
P6 347 569 378 534 348 499 352 502 391 509 568 574 170 401 1,74 470 147 376 159 399 137 325 635 610 662 664 634 631
P7 2,52 425 262 398 243 359 241 362 312 352 38 364 175 407 174 483 191 398 159 407 137 328 373 375 385 386 369 369
P8 353 593 367 539 340 622 336 503 395 509 542 528 196 384 185 465 147 382 159 396 137 349 58 564 58 58 601 557
P9 510 837 533 782 478 855 494 782 546 715 825 859 207 544 194 527 147 498 159 470 140 541 999 952 1025 1027 949 971
P10 14,92 21,10 16,36 24,14 14,84 18,68 16,01 24,14 21,50 23,40 26,73 30,48 6,96 14,17 2,29 946 2,35 1348 159 10,19 1,43 17,38 32,57 32,82 33,99 34,06 32,48 3327
P11 10,18 14,08 13,19 1507 9,34 12,26 10,90 13727 12,83 17,10 16,97 1923 598 571 231 513 567 526 127 482 1,16 532 20,04 19,79 20,91 20,95 21,22 19,94
P12 291 460 327 431 266 410 276 381 322 413 419 426 220 409 192 480 274 417 159 429 141 354 393 380 383 384 394 383
P13 484 726 577 699 430 753 489 672 563 731 730 785 2,73 457 208 475 332 412 159 408 140 4,15 806 808 834 836 875 838
TCA 67,78 105,46 77,06 107,01 64,86 102,12 69,37 102,56 84,25 103,00 112,07 121,30 37,96 76,52 25,38 72,65 33,37 71,53 21,22 68,10 18,04 76,37 116,79 11597 111,59 111,85 117,87 116,32
Rendimento 36,35 28,58 38,26 31,41 36,08 29,95 39,41 32,14 38,12 37,53 34,75 37,90 38,84 18,08 3562 13,22 38,27 17,80 3542 16,52 41,00 20,24 3568 34,54 3568 3561 3554 3540

TCA — Total de compostos antocianincos; P1- Cianidina-3-(pC-6'-Caf)Sph isémero 1; P2- Cianidina-3-(pC-6'-Caf)Sph isémero 2; P3- Cianidina-3-(6-pC)Sph-5-(6-Mal)Glc; P4- Cianidina-3-(6pC)Glc-5-Glc; P5-

Cianidina-3-(6-pC-6'-Caf)Sph-5-Glc isémero 1; P6- Cianidina-3-(6-pC-6'-Caf)Sph-5-(6-Mal)Glc isémero 1; P7- Cianidina-3-(6-pC-6'-Caf)Sph-5-(6-Mal)Glc

isémero 2; P9- Cianidina-3-(6,6'-dipC)Sph-5-Glc; P10- Cianidina-3-(6,6"-dipC)Sph-5-(6-Mal)Glc; P11- Pelargonidina-3-(6,6'-dipC)Sph-5-Glc; P12- Cianidina-3-(6-pC-X-Mal-6"-Caf)Sph-5-Glc; P13- Cianidina-3-(6-

pC-X-Mal-6"-pC)Sph-5-Glc; pC — p-cumaroil; Sph- soforésido; Caf — cafeoil; Mal — malonil; Glc — glucésido.

isdbmero 2; P8- Cianidina-3-(6-pC-6"-Caf)Sph-5-Glc
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Figura 27. Diagrama das diferentes etapas executadas para otimizar as condi¢des que maximizam as respostas de
extragdo dos compostos antocianicos (mg/g E) e do residuo total extraido (Rendimento, %).

4.5.2. Modelos de superficie de resposta tedrica

Como em muitos campos de investigacdo, ao tentar desenvolver modelos teoricos
para prever e compreender os efeitos das variaveis independentes sobre certas variaveis
de resposta, é necessario avaliar a sua precisdo ajustando esses modelos aos valores
experimentais. Neste estudo, os valores de resposta (Tabela 15) foram ajustados a um
modelo polinomial de segunda ordem usando um algoritmo ndo-linear (estimativas de
minimos quadrados) para desenvolver modelos matematicos, para cada critério de

resposta. A Tabela 16 mostra os valores estimados de coeficiente obtidos a partir do
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modelo polinomial da Equag&o 6 e o coeficiente de correlagio (R?) para cada resposta
paramétrica do processo de extracdo. Esses valores paramétricos traduzem os padrdes
de resposta e mostram a complexidade das possiveis interagdes entre variaveis. No
entanto, nem todos os parametros da Equacao 6 foram utilizados para a construcéo do
modelo, uma vez que alguns coeficientes ndao foram significativos (ns). Sendo que, 0s
coeficientes significativos foram avaliados a nivel de confianga de 95% (a = 0,05). A
falta de ajuste estatistico, utilizada para testar a adequacdo dos modelos obtidos,
demonstrou que ndo houve uma melhoria consideravel com a inclusdo dos valores

estatisticos paramétricos ns.
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Tabela 16. Coeficientes de ajuste e R? determinados para os modelos obtidos para compostos antocianicos individuais e agrupados, rendimento de extracdo (Tabela 15) e condigdes 6timas de
HAE e valores de resposta.

Variaveis S

de Coeficientes de ajuste obtidos apds a aplicacédo da equagao polinomial de segunda ordem com termos interativos Condigges otimas de procets samento e valores de
resposta resposta

Intercecao Efeito Linear Efeito Quadratico Efeito interativo R t (min) T (0) S (%) 6timo
bo b1 (t) b2 (T) bs (S) b1 () b2z (T?) bss (S?) b1z (tT) bi3 (tS)  bas (TS)

P1 5,06+0,15 -0,28+0,09 ns 0,92+0,09 -0,16x0,11 ns -0,17+0,11 -0,17+0,06 0,07+0,06 -0,15+0,06 0,9441 81,06 £2,08 25,00 +1,73 100,00+1,58 6,56+0,31
p2 3,37+0,10 -0,15+0,06 ns 0,76x0,06 -0,20+0,07 ns 0,11+0,07 -0,04+0,00 ns -0,07+0,04 0,9556 64,04 £5,07 25,00 +0,43 100,00+9,11 5,15+0,36
P3 31,23+1,68 ns 0,96+0,95 ns -2,14+1,15 ns -5,40£1,15 ns 0,98+0,68 ns 0,9359 70,00 £3,94 85,00 +6,07 50,00 +3,80 32,85+2,47
P4 4,65+0,19 ns -0,20+0,11 1,06+0,11 -0,11+0,01 ns -0,41+0,13 ns ns ns 0,9225 70,00 £5,49 25,00 £1,94 88,44 +5,39 5,67+1,05
P5 15,59+0,62 ns 0,33+0,22 2,42+0,35 -0,95+0,42 ns -2,85+0,42 ns ns ns 0,9449 70,00 £1,26 85,00 £5,25 62,60 +5,86 16,66+1,76
P6 5,90+0,27 -0,16+0,15 -0,10+0,01 0,74+0,15 -0,31+0,18 ns -0,89+0,18 ns ns ns 0,9336 62,47 £1,24 25,00 £0,31 62,27 +3,93 6,24+0,56
pP7 3,63+0,08 -0,16+0,05 -0,09+0,05 0,70+0,05 -0,08+0,06 ns -0,23+0,06 ns ns -0,07+0,03 0,9701 40,93 £1,60 25,00 £1,49 100,00+6,12 4,59+0,34
P8 5,59+0,18 -0,13+0,10 -0,14+0,10 0,77+0,10 -0,23+0,12 ns -0,80+0,12 ns ns ns 0,9456 61,55 £4,64 25,00 +1,03 64,30 +1,89 6,03+0,55
P9 9,06+0,43 ns -0,12+0,02 1,15+0,24 -0,62+0,30 ns -1,52+0,30 ns ns ns 0,9286 70,00 £1,16 25,00 +1,24 61,18 +2,85 9,47+1,32
P10 29,87+1,32 ns 0,85+0,74 2,89+0,74 -2,07+0,91 ns -6,27+0,91 ns ns ns 0,9377 70,00 £1,42 85,00 +2,46 56,85 +0,94 31,63+2,42
P11 8,93+0,25 -0,32+0,14 -0,12+0,14 0,63+0,14 -0,47+0,17 ns -1,64+0,17 ns ns -0,10+0,01 0,9359 59,99 £5,19 25,00 +0,59 57,18 +0,16 9,28+0,38
P12 3,91+0,06 -0,22+0,03 -0,03+0,03 0,65+0,03 -0,06+0,04 ns -0,25+0,04 -0,05+0,02 ns -0,09+0,02 0,9757 36,49 £0,30 25,00 £1,21 98,54 +9,29 4,71+0,20
P13 7,93+0,20 -0,26+0,11 -0,16+0,11 0,73+0,11 -0,37+0,03 ns -1,3740,13 ns 0,09+0,08 -0,10+0,01 0,9451 60,74 £0.01 25,00 +1,30 59,46 +0,04 8,38+0,29
TCA 109,78+2,73 -1,93+1,54 1,07+0,32 14,30+1,54 -6,20+1,87 ns -17,00+1,87 ns ns ns 0,9577 65,37 +3,62 85,00 +1,17 62,50 +4,24  114,74+0,58
2%2?('; 36,4316 0,49+0,88 1,19+0,87 -5,56+0,87 ns ns -3,09+0,84 ns ns ns 0,9592 120,00+2,62 90,00 7,72 23,23 0,91 41,77+1,59

ns - coeficiente ndo significativo; R? - coeficiente de correlacéo.
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Os modelos resultantes para cada uma das 15 respostas avaliadas (P1 a P13, TCA
e Rendimento) sdo apresentados na Tabela 17. Para todos os casos, foram obtidos
coeficientes R? superiores a 0,92 (Tabela 16), o que indica que a percentagem de
variabilidade de cada resposta pode ser explicada pelo modelo usado. Estes modelos
viaveis foram aplicados nas etapas subsequentes de previsdo e otimiza¢do, mostrando
uma boa concordéncia entre os valores experimentais e 0s previstos, o que indica que a
variacdo é explicada pelas varidveis independentes.

Os coeficientes do modelo obtido (Tabela 16) sdo empiricos e ndo podem ser
associados a significancia fisica ou quimica. No entanto, sdo Uteis para prever 0s
resultados das condicdes de extragcdo ndo testadas (Ranic et al., 2014). O sinal do efeito
marca o desempenho da resposta. Desta forma, quando um fator tem um efeito positivo,
a resposta é maior a um nivel alto, e quando um fator tem um efeito negativo, a resposta
¢ menor a um nivel alto. Quanto maior o valor absoluto de um coeficiente, mais
importante € o peso da variavel correspondente. Com base nas expressdes matematicas
(Tabela 17), sdo exibidas determinadas caracteristicas relativas aos efeitos gerais das
variaveis. A relevancia dos valores paramétricos significativos podem ser ordenados em
funcdo das variaveis envolvidas, de forma decrescente como S>t>>T. Autores anteriores
(Alexandre et al., 2017a) verificaram que a variavel S € a mais relevante na extragdo
utilizando a tecnologia HAE de compostos bioativos de matrizes semelhantes. No que
diz respeito aos efeitos paramétricos lineares, quadraticos e interativos das equacgdes
desenvolvidas, verificou-se que desempenham um papel importante e significativo em
todas as respostas avaliadas. Sendo que, para o efeito linear, as variaveis S e t
apresentaram valores mais relevantes, enquanto que o efeito da variavel T foi menos
importante em quase todos o0s casos. Todas as variaveis independentes tiveram efeitos
moderados quadraticos ou ndo lineares. Em relacéo aos efeitos interativos, as interagdes
entre as varaveis (t-T, T-S e t-S) foram de menor relevancia. De forma a tornar os efeitos
combinados mais explicitos e descrever visualmente as tendéncias de extragdo,
apresentam-se os resultados em graficos de superficie de resposta discutidos abaixo. As
condicOes ideais de HAE que maximizam a recuperacdo dos compostos antocianicos das

folhas de manjericdo vermelho rubi séo apresentadas na Tabela 16.
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Tabela 17. Modelos matematicos do processo de extragdo derivados do modelo polinomial de segunda ordem com interagdes da Equagéo 6.

P1:

P2

Cianidina-3-(pC-6'-Caf)Sph isémero 1

: Cianidina-3-(pC-6'-Caf)Sph isémero 2
P3:
P4:
P5:
P6:
P7:
P8:
P9:

Cianidina-3-(6-pC)Sph-5-(6-Mal)Glc
Cianidina-3-(6pC)Glc-5-Glc
Cianidina-3-(6-pC-6'-Caf)Sph-5-Glc isémero 1
Cianidina-3-(6-pC-6'-Caf)Sph-5-(6-Mal)Glc isémero 1
Cianidina-3-(6-pC-6'-Caf)Sph-5-(6-Mal)Glc isémero 2
Cianidina-3-(6-pC-6 ~ -Caf)Sph-5-Glc isémero 2
Cianidina-3-(6,6"-dipC)Sph-5-Glc

P10: Cianidina-3-(6,6'-dipC)Sph-5-(6-Mal)Glc
P11: Pelargonidina-3-(6,6"-dipC)Sph-5-Glc

P12: Cianidina-3-(6-pC-X-Mal-6'-Caf)Sph-5-Glc
P13: Cianidina-3-(6-pC-X-Mal-6'-pC)Sph-5-Glc

Yp; = 5,06 — 0,28t + 0,925 — 0,16t2 — 0,1752 — 0,17tT + 0,07tS — 0,15TS
Yp, = 3,37 — 0,15t + 0,765 — 0,20t2 — 0,115 — 0,04¢T — 0,07TS
Yp3 = 31,23 + 0,96T — 2,14t2 — 5,4052 + 0,98tS

Yp, = 4,65 —0,20T + 1,065 — 0,11t%2 — 0,4152
Yps = 15,59 + 0,33T + 2,425 — 0,95¢% — 2,8552

Ype = 5,90 — 0,16t — 0,10T + 0,74S — 0,31t — 0,89S?2
Yp; = 3,63 — 0,16t — 0,09T + 0,70S — 0,08t? — 0,235% — 0,07TS
Ypg = 5,59 — 0,13t — 0,14 + 0,77S — 0,23t? — 0,802

Ypo = 9,06 — 0,12T + 1,155 — 0,62t — 1,522

Yp1o = 29,87 4+ 0,85T + 2,895 — 2,07t% — 6,275?

Yp11 =893 —0,32t — 0,12 + 0,635 — 0,47t% — 1,645%2 — 0,10TS
Yp1p = 3,91 —0,22t — 0,03T + 0,655 — 0,062 — 0,255% — 0,05¢tT — 0,09TS Eq. (18)
Ypi3 = 7,93 —0,26t — 0,16T + 0,735 — 0,37t% — 1,375% + 0,09¢S — 0,10TS _Eq. (19)

Eq. (7)

Eq. (8)

Eq. (9)

Eq. (10)
Eq. (11)
Eq. (12)
Eq. (13)
Eq. (14)
Eq. (15)
Eq. (16)
Eq. (17)

TAC

Yrac = 109,78 — 1,93t + 1,07T + 14,305 — 6,20t? — 17,0052

Eq. (20)

Rendimento

Yyiera = 36,43 + 0,49t + 1,19T — 5,565 — 3,0952

Eq. (21)

pC — p-cumaroil; Sph- soforésido; Caf — cafeoil; Mal — malonil; Glc — glucésido.

83



Resultados e Discussdo

4.5.3. Efeito das variaveis independentes nas respostas e condigdes 6timas de

extracao

Embora os resultados paramétricos possam retratar os padrbes das respostas, as
representacdes graficas em 3D e 2D ajudam a ter uma compreensao mais clara. A Figura
28 mostra os gréaficos de superficie de resposta do rendimento de extracdo, do TCA e de
duas antocianinas representativas extraidas (P1 e P10), bem como sua anélise estatistica.
A Figura 28 esté dividida em duas subseccdes: i) a subsecdo A, que ilustra os graficos
da superficie de resposta 3D, cujas superficies foram preditas com o respetivo modelo
polinomial de segunda ordem descrito pela Equacéo 6, utilizando os valores tedricos
apresentados na Tabela 16. Para representacdo dessas combinagfes binérias, a variavel
excluida foi posicionada no melhor de seu dominio experimental (Tabela 16); e ii) a
subsecdo B ilustra a adequacdo do ajuste através de dois critérios estatisticos graficos, a
capacidade de simular mudancas de resposta entre valores observados e previstos e a
distribuicéo residual como uma funcéo de cada variavel.

Observando os gréaficos de superficie de resposta do rendimento de extracdo
(Figura 28), é possivel verificar que a quantidade de material extraido aumenta para um
valor étimo, assim, na maioria dos casos, diminui em funcdo da variavel independente
envolvida. Consequentemente, o valor 6timo pode ser encontrado como sendo um dnico
ponto em quase todas as combinagdes, 0 que permite calcular as condicOes de extragédo

que levam a um maximo absoluto.
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Figura 28. llustragdo dos resultados graficos do método de superficie de resposta do rendimento de extragdo e
compostos antocianicos maioritarios e totais.

Parte A: Anélise 3D em funcdo de cada variavel independente. As superficies foram construidas usando os valores
tedricos (Tabela 16) previstos com a Equagéo 6. Para fins de representacao, a variavel excluida foi posicionada no
melhor de seu dominio experimental (Tabela 16). Parte B: ilustracdo da qualidade do ajustamento através de dois
critérios estatisticos graficos, nomeadamente a capacidade de simular as alteragcdes de resposta entre os valores
observados e os valores previstos e a distribui¢do residual em funcéo de cada variavel.

Os valores 6timos de extragdo, para as respostas apresentadas na Figura 28, foram
obtidos usando condi¢Ges muito diferentes de HAE (Tabela 16), resumidamente:

Para o rendimento, as condicdes variaveis 6timas foram encontradas a: t= 120.00
+ 2.62 min, T=85.00 + 7.72 °C e 23.23 = 0.91% de etanol (v/v), produzindo valores
maximos de resposta de 41.77 £+ 1.59% de rendimento.
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1. Parao TCA, as condicGes variaveis 6timas foram encontradas a: t= 65.37 + 3.62
min, T=85.00 = 1.17 °C e 62.50 £ 4.24% de etanol (v/v), produzindo valores
maximos de resposta de 114.74 + 0.58 mg/g de E.

2. ParaP1, as condi¢es varidveis 6timas foram encontradas a: t= 81.06 + 2.08 min,
T= 25.00 £ 1.73 °C e 100.00 + 1.58% de etanol (v/v), produzindo valores
maximos de resposta de 6.56 + 0.31 mg/g de E.

3. Para P10, as condigdes variaveis Otimas foram encontradas a: t= 70.00 + 1.42
min, T= 85.00 + 2.46 °C e 56.85 + 0.94% de etanol (v/v), produzindo valores
maximos de resposta de 31.63 + 2.42 mg/g de E.

De acordo com a literatura, o uso de elevadas concentrac6es de solvente aumenta
a extracdo de compostos bioativos de matrizes de plantas (Alexandre et al., 2017b). A
HAE, para além de ser um método de extracdo rapido, permitindo poupar tempo,
também esta associado a um baixo consumo de energia, comparativamente a outros
métodos de extracdo (Jun, 2009). Neste estudo, também se verificou que as condi¢des
de HAE que maximizam o rendimento do extrato bruto e a recupera¢do dos compostos
antocianicos diferem, principalmente no tempo de processamento requerido e na
concentracdo de etanol. Deste modo, 0s extratos obtidos segundo as condicdes étimas
estabelecidas para 0s compostos antocianicos (Tabela 16), terdo uma baixa
concentracdo de compostos ndo antocianicos, tornando assim o processo de recuperacao
mais seletivo para 0os compostos alvo.

Os efeitos das variaveis independentes na extracdo dos compostos antocianicos
individuais a partir das folhas do manjericdo vermelho rubi estdo representados na
Figura 29. As condicdes de processamento que geraram valores de resposta 6timos (®)
estdo numericamente descritas na Tabela 16. Os compostos antocianicos identificados
foram organizados em funcdo da quantidade méxima extraida (mg/g de extrato) por
ordem decrescente: P3 (32,85) > P10 (31,63) >> P5 (16,66) >> P9 (9,47) > P11 (9,28)
> P13 (8,38) > P1 (6,56) > P6 (6,24) > P8 (6,03) > P4 (5,67) > P2 (5,15) > P7 (4,59) >
P12 (4,71).

Os valores mais elevados de extracdo, alcangados nas condic¢des otimizadas,
comprovam que a HAE aliado a uma MSR € um processo inovador para recuperar uma
maior quantidade de compostos antocianicos a partir das folhas de manjericdo vermelho

rubi, usando tempos de processamento mais curtos e solventes mais verdes.
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Figura 29. Resposta gréfica em 2D dos efeitos das varidveis independentes na extracdo de compostos antocianicos
das folhas de manjericdo vermelho rubi. (ver Tabela 11 e Figura 26 para a identificacdo dos pico). Pontos (©)
representam os valores 6timos. Em cada parcela, cada variavel independente foi posicionada no valor 6timo das outras
duas variaveis (Tabela 16).
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4.5.4. Agrupamento dos compostos antociénicos de acordo com as condigdes

de HAE que maximizam a sua extragao

Na Tabela 18 mostra os valores maximos de resposta de cada composto
antocianico e os seus valores se extraidos sob as condicGes 6timas de HAE de cada
compostos individualmente (Tabela 16). Os valores apresentados na parte B da Tabela
18 foram calculados dividindo o valor 6timo de cada composto pelo méximo dos
restantes compostos. Portanto, quando dois compostos exibem o valor 1
(correspondendo a valores de 100%), o valor de resposta étimo de ambos 0s compostos
é alcancado sob as mesmas condi¢bes de HAE. Como exemplo, os compostos P 1, 2, 4,
7 e 12, sendo estes agrupados em C1 sob as mesmas condi¢des de HAE (Figura 30).
Por sua vez, quando sdo exibidos valores dissimilares de 1, isso significa que as
condi¢cdes que maximizam a extracdo de um determinado composto ndo favorecem a

extracao do outro (compostos 1 e 13).
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Figura 30. Dendrograma de HCA de compostos antocianicos de acordo com as condigdes de HAE que maximizam
a sua extracdo a partir das folhas de manjericdo vermelho rubi.

Utilizando o conjunto de dados completo da Tabela 18 e realizando um problema
de otimizacdo multiobjectivo, usando um algoritmo de agrupamento apropriado, foram
criados diferentes grupos de compostos antocianicos cujos valores maximos de resposta

séo obtidos sob condigdes semelhantes de extragédo de HAE.
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Tabela 18. Valores maximos de resposta de cada composto antocianico e seus valores nas condigdes 6timas de
processamento restantes compostos apresentados na Tabela 16.

A) Valores maximos de resposta (mg/g de extrato) dos compostos individuais de antocianina

Pico: Pl P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13
Otimo: 656 515 3285 567 1666 624 459 603 947 3163 928 471 838
B) Valores de cada composto antocianico nas condicfes dtimas dos outros compostos
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13
P1 1 099 077 09 081 08 09 08 08 079 081 094 082
P2 0,99 1 065 091 o071 073 09 074 072 068 070 095 0,71
P3 045 042 1 063 097 08 033 08 08 099 08 033 0,88
P4 099 099 0,76 1 083 094 097 09 094 08 092 097 0093
P5 065 066 097 0,80 1 093 061 093 093 09 092 061 093
P6 075 077 092 089 09% 1 0,74 100 100 094 100 0,75 1,00
P7 097 09 076 097 080 0,90 1 091 08 079 087 100 0,88
P8 079 o081 08 091 09 100 0,79 1 1,00 091 099 080 1,00
P9 072 072 093 08 09 100 066 0,99 1 095 09 066 099
P10 048 049 099 069 099 09 043 089 0091 1 090 044 090
P11 061 063 094 08 093 09 061 099 09 09 1 0,63 1,00
P12 097 09 08 09 08 091 100 092 09 084 0,89 1 0,90
P13 069 070 091 084 091 100 o067 100 100 092 100 0,68 1

Os resultados da extracdo dos compostos antocianicos através de HAE sdo

apresentados na Figura 30. No dendrograma HCA (anélise hierarquica de cluster), a

menor distancia entre os compostos indica maior similaridade em termos de condicGes

que favorecem a sua extracdo, sendo que compostos do mesmo grupo sdo melhor

extraidos sob condicdes similares de HAE. Foram gerados dois clusters significativos

(C1leC2), onde C2 foi dividido em dois subgrupos pertinentes (a e b). Além disso, foram

criados outros subgrupos, porém menos relevantes, podendo ser considerados como um

ruido residual produzido pelo algoritmo.

O cluster C1 incluiu os compostos P 1, 2, 4, 7 e 12. A extracdo destes compostos
foi maximizada quando se utilizou um t intermédio, uma concentragéo de S alta
e uma T baixa/alta (Tabela 16 e Figura 28). Os subgrupos foram diferenciados
principalmente pelos valores de T.

O cluster C2 incluiu os restantes compostos P 11, 3, 5, 10, 8, 9, 6 e 13, que foram
subdivididos em C2a e C2b. A extracdo dos compostos em C2a foi maximizada
quando a T aplicada foi baixa e a concentracdo do S foi intermédia. Por outro
lado, os compostos em C2b foram maximizados com uma T alta e uma

concentracdo de S intermédia.
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Embora se esperasse que 0s compostos com caracteristicas quimicas semelhantes
exibissem condi¢Bes 6timas de extracdo comparaveis, a andlise de HCA foi uma
abordagem interessante e inovadora no campo de extragcdo de compostos de alto valor
acrescentado de fontes naturais, uma vez que esta analise destacou as condi¢cbes
adequadas de HAE para maximizar a recuperacao simultanea de grupos especificos de

compostos a partir das folhas de manjericéo vermelho rubi.

4.5.5. Analise dose-resposta do efeito solido-liquido nas condic¢des 6timas

Devido aos resultados precisos de HPLC, os estudos sobre S/L foram realizados

em condi¢Bes Otimas previstas pelos modelos polinomiais obtidos para a HAE,
utilizando o conteudo de antocianinas totais como resposta. Resultados preliminares
(dados ndo mostrados neste trabalho) indicam que o valor limite experimental da
concentracdo foi proximo de 30 g/L, devido a agitacdo experimental condicionada para
valores maiores de S/L. Portanto, o processo de extracdo utilizado foi projetado para
verificar o comportamento de S/L entre 1 g/L até 30 g/L. As respostas obtidas sdo
consistentes com os resultados anteriores. Em todos os casos, o efeito S/L pode ser
descrito por uma relacdo linear simples com um intercepto, mostrando padrbes
ligeiramente decrescentes em funcdo do aumento da S/L. No entanto, os padrbes
decrescentes explicados pelo coeficiente paramétrico do declive, ndo foram
significativos ao nivel do intervalo de confianga de 95% (o = 0,05), assim o efeito
decrescente foi rejeitado para posterior analise. Embora as conclusfes da analise sejam
excluidas, em termos globais, pode-se postular que o aumento do S/L tem um leve efeito
na extracdo do TCA, sendo que os efeitos de saturacdo ndo se verificam até a
concentracdo maxima testada (30 g/L), portanto o valor 6timo de da razdo S/L foi
estipulada a 15 g/L.
Estes valores 6timos supdem um aumento de 64% na quantidade de antocianinas totais,
comparativamente com os valores obtidos aquando da utilizacdo das condicgdes
padronizadas de extracdo, onde se fazem duas extra¢Oes sucessivas (40,8 + 0,1 mg AT/g
E, Tabela 11).

90



Resultados e Discussdo

4.6. Avaliacdo do potencial corante do extrato rico em antocianinas obtido das

folhas de O. basilicum var. purpurascens pelo processo de extracdo otimizado

O resultado da andlise cromatica no espago de cor CIE L* a* b* do extrato
corante a base de antocianinas presentes nas folhas de O. basilicum var. purpurascens
esta representado na Tabela 19. A cor do extrato corante revelou um valor de L* de 20,5
+ 0,5 e os pardmetros a* e b* valores de 33,0 + 0,1 e 8,2 £ 0,4, respetivamente.
Comparando estes resultados com avaliacdo da cor feita anteriormente &s folhas frescas
e ao po liofilizado das folhas secas do manjericdo vermelho rubi, verifica-se, tal como
esperado, uma melhoria significativa da cor parpura. O valor de L*, que expressa a
luminosidade (0 a 100) da cor das amostras, revelou que o extrato corante tem uma cor
mais escura que as folhas frescas (35,6 + 0,9) e que o po liofilizado (31 = 1). No que
concerne ao parametro a*, que avalia a intensidade da cor de verde até vermelho (-120
a 120), este comprovou que o extrato corante tem tonalidades mais vermelhas que as
folhas frescas (7,6 + 0,1) e o po liofilizado (5,3 £ 0,2). Quanto ao pardmetro b*, onde a
cor € avaliada a nivel de intensidade de azul para amarelo (-120 a 120), os valores
mostraram que o extrato corante tem um tom de azul menos intenso comparativamente
com as folhas frescas (1,11 + 0,05) e com o pé liofilizado (3,7 £ 0,1). Para melhor
compreensdo dos valores da cor, estes foram convertidos em valores RGB através de um
programa (<http://www.easyrgbh.com/en/convert.php>), onde se pode visualizar a cor
obtida do extrato, que foi vermelho-bordd. Estes resultados sdo justificados pelo facto
de o extrato corante ser rico em compostos antocidnicos, que para além de terem
tonalidades mais escuras, também sdo caracterizados por apresentarem tons azuis,
vermelhos e purpura. A quantidade de compostos antocianicos totais obtidos no extrato

otimizado foi similar ao previsto pelo modelo.

Tabela 19. Quantidade de antocianinas (derivados de cianidina e pelargonidina) no extrato corante e 0s seus
parametros de cor nas condicdes 6timas (média + DP).
Quantificagdo L* * b* Cor da conversao
(mg/g E) em valores RGB

1154+ 0,4 20,5+0,5 33,001 8,2+04 -

L*- luminosidade; a* eixo cromatico de verde (-) a vermelho (+); b*, eixo cromatico de azul (-) a amarelo.
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4.7. Avaliacdo das propriedades bioativas do extrato rico em antocianinas
obtido das folhas de O. basilicum var. purpurascens pelo processo de extragao

otimizado

Os resultados da atividade antioxidante do extrato corante a base de antocianinas
presentes nas folhas de O. basilicum var. purpurascens encontram-se na Tabela 20. O
extrato corante revelou valores de ECso maiores que o extrato hidroetanolico extraido
utilizando o método tradicional, no entanto o ensaio que demonstrou menor poder
antioxidante foi a inibicdo da descoloracdo do p-caroteno, tanto para 0 extrato
hidroetandlico (ECs0=93 + 9 pg/mL) como para o extrato corante. Os resultados do
ensaio do poder redutor ndo demonstram uma diferenca significativa entre o extrato
hidroetanolico (ECs0=68,1 + 0,3 pg/mL) e o extrato corante rico em antocianinas obtido
através de condicdes de extracdo Otimas. Estes valores levam a concluir que o extrato
corante tem menor poder antioxidante comparativamente ao extrato hidroetanolico. Esta
pequena diminuicdo relativamente ao potencial antioxidante do extrato corante rico em
antocianinas pode ser explicada pelo facto de este tipo de extrato ndo possuir a mesma
concentracdo de acido rosmarinico que o extrato hidroetanolico.

Tabela 20. Atividade antioxidante do extrato corante rico em antocianinas obtido nas condigdes 6timas de extragdo
(média £ DP).

Atividade antioxidante (valores ECso, ug/mL) Extrato rico em antocianinas

Atividade de eliminacdo DPPH 113+9
Poder Redutor 731
Inibi¢do do branqueamento de f-caroteno 245+ 10

* ECso: Concentracdo de extrato correspondendo a 50% de atividade antioxidante ou 0,5 da absorvancia no ensaio do
poder redutor. Trolox (control positivo) Valores ECso: 42 pg/mL (atividade captadora de radicais DPPH), 41 pug/mL
(poder redutor), e 18 pg/mL (inibicdo da descoloracéo do (3-caroteno).

A Tabela 21 apresenta os resultados da atividade antimicrobiana obtidos para o
extrato corante rico antocianinas presentes nas folhas de O. basilicum var. purpurascens.
Os resultados demonstram que o extrato corante apresenta atividade antibacteriana
para todos microrganismos, no entanto os melhores resultados sdo obtidos frente as
estirpes Bacillus cereus (CMI= 0,037 mg/mL; CMB=0,075 mg/mL) e Escherichia coli

(CMI= 0,037 mg/mL; CMB=0,075 mg/mL). Também no extrato hidroetanolico
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verifica-se que a bactéria Bacillus cereus (CMI= 0,10 mg/mL; CMB=0,15 mg/mL) é a
mais sensivel aos compostos do extrato. No entanto o extrato corante também revelou
uma alta atividade contra Listeria monocytogenes (CMI= 0,05 mg/mL; CMB=0,075
mg/mL), Staphylococcus aureus, Enterobacter cloacae (CMI= 0,075 mg/mL;
CMB=0,15 mg/mL) e Salmonella typhimirium (CMI= 0,15 mg/mL; CMB=0,30
mg/mL). J& para o extrato hidroetandlico os valores de CMI e CMB das restantes
bactérias ndo foram tdo baixos como para este extrato, no entanto apresenta valores que
demonstram atividade antibacteriana (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli e Enterobacter cloacae, com valores de CMI e CMB de 0,15 e 0,30
mg/mL, respetivamente).

Quanto atividade antiflngica o extrato corante revelou um alto potencial frente a
maioria dos fungos testados. Sendo que Aspergillus ochraceus foi a espécie mais
suscetivel, tanto para o extrato corante (CMI= 0,002 mg/mL; CMF=0,075 mg/mL) como
para 0 hidroetandlico (CMI= 0,037 mg/mL; CMF=0,075 mg/mL). Contudo nao se
verificou atividade antifingica do extrato corante frente a Penicillium verrucosum var.
cyclopium (CMI= 0,30 mg/mL; CMF=0,45 mg/mL), no entanto o extrato hidroetanolico
apresentou um efeito antifingico frente a esta espécie (CMI= 0,10 mg/mL; CMF=0,15
mg/mL).

Quando se comparam o0s resultados obtidos pelo extrato corante rico em
compostos antocianicos com os controlos positivos, na maioria das bactérias e fungos
testados, os valores de CMI e CMB/CMF foram mais baixos, o que indica uma excelente
atividade antimicrobiana deste extrato.

Com estes resultados verifica-se que o extrato corante tem melhor atividade
antimicrobiana comparativamente ao extrato hidroetandlico, o que pode ser explicado
devido a uma maior presenca de compostos antocianicos que possuem uma melhor

potencial antimicrobiana (Sun et al., 2018).
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Tabela 21. Atividade antibacteriana (CMI e CMB mg/mL) e antifingica (CMI e CMF mg/mL) do extrato corante
rico em antocianinas obtido nas condicdes 6timas de extracéo.

Atividade Antibacteriana

B.c. S.a. L.m. E.c. En.cl. St
Extrato rico em CMI 0,037 0,075 0,05 0,037 0,075 0,15
antocianinas CMB 0,075 0,15 0,075 0,075 0,15 0,30
o CMI 0,10 0,04 0,20 0,20 0,20 0,20
Estreptomicina
CMB 0,20 0,10 0,30 0,30 0,30 0,30
CMI 0,25 0,25 0,40 0,40 0,25 0,75
Ampicilina
CMB 0,40 0,45 0,50 0,50 0,50 1,20
Atividade Antiflngica
A.fun. A.0. An. p.f. P.o P.v.c
Extrato rico em CMI 0,037 0,002 0,075 0,075 0,30 0,30
antocianinas CMF 0,075 0,075 0,15 0,15 0,45 0,45
CMI 0,25 0,20 0,20 0,20 2,50 0,20
Cetoconazol
CMF 0,50 0,50 0,50 0,50 3,50 0,30
CMI 0,15 0,10 0,15 0,20 0,20 0,10
Bifonazol
CMF 0,20 0,20 0,20 0,25 0,25 0,20

B.c.: Bacillus cereus; S.a.: Staphylococcus aureos; L.m.: Listeria monocytogenes; E.c.: Escherichia coli; En.
cl.: Enterobacter cloacae; S.t.: Salmonella typhimirium; A.fum.: Aspergillus fumigatus; A.o.: Aspergillus
ochraceus; A.n.: Aspergillus niger; P.f.: Penicillium funiculosum; P.o.: Penicillium ochrochloron; P.v.c.:
Penicillium verrucosum var. cyclopium. CMI — concentragdoo minima inibitdria; CMF — concentragdoo minima
fungicida; CMB — concentragdoo minima bactericida.

A Tabela 22 estdo representados os resultados obtidos nos ensaios de atividade
citotoxica e hepatotdxica nos extratos ricos em compostos antocianicos, obtidos atraves
de condicBes 6timas de extracdo. Contrariamente ao extrato hidroetanélico, que néo
apresentou capacidade anti-proliferativa sobre as linhas celulares tumorais testadas, o
extrato corante rico em antocianinas revelou inibi¢do do crescimento celular nas linhas
HelLa (Glso= 213 + 9 pg/mL) e HepG2 (Glso= 198 + 9 pg/mL). Estes resultados podem
ser consequéncia de concentragdes mais elevadas de compostos antocianicos no extrato
corante, que conferem uma maior atividade citotoxica, pois estes compostos tém sido
descritos como tendo um potencial citotoxico (Zhou et al., 2018).

Tal como o extrato hidroetandlico, também o extrato corante ndo apresenta
hepatotoxicidade frente a cultura de células primaria PLP2, obtendo-se valores de Glso>
400 pg/mL.
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Tabela 22. Atividade citotdxica e hepatotoxica do extrato corante rico em antocianinas obtido nas condicdes 6timas
de extracdo (média + DP).

Concentrac0des
Linhas celulares tumorais (Valores Glso, pg/mL)
MCEF-7 (carcinoma mamario) >400
NCI-H460 (carcinoma pulmonar) >400
Hela (carcinoma cervical) 213+9
HepG2 (carcinoma hepatocelular) 198+9
Células ndo tumorais (Valores Glso, ug/mL)
PLP2 >400

Valores Gls, — concentracéo que inibiu 50% do crescimento celular. Valores Glsq ¢ Elipticina (controlo positivo): 1,21
pg/mL (MCF-7), 1,03 pg/mL (NCI-H460), 0,91 pg/mL (HeLa), 1,10 pg/mL (HepG2) e 2,29 pg/mL (PLP2).

95



Consideracoes finais e perspetivas futuras

5. Consideracoes

finais

96



Consideracoes finais e perspetivas futuras

5. Considerac0es finais e perspetivas futuras

Os corantes sdao um dos aditivos mais importantes em termos de marketing, ja que
a sua presenca em produtos alimentares influencia as percecoes, escolhas e preferéncias
dos consumidores. O. basilicum var. purpurascens (manjericdo vermelho rubi) é uma
variedade da espécie O. basilicum L. com um elevado interesse em varios sectores, nao
sO pelas suas caracteristicas aromaticas e medicinais, mas também pelos seus pigmentos
naturais. Varios estudos foram encontrados na literatura sobre diferentes variedades e/ou
culturas de O. basilicum, no entanto, ainda sdo poucos os estudos sobre a variedade
manjericdo vermelho rubi.

Assim, esta dissertacdo permitiu a caracterizacdo a nivel de parametros fisicos
(cor), nutricionais e quimicos das folhas liofilizadas de O. basilicum var. purpurascens,
bem como a avaliagdo das suas propriedades bioativas e o desenvolvimento de
metodologias de otimizacao para a obtencao de um corante natural rico em antocianinas.

No que diz respeito ao pré-tratamento da amostra, a liofilizacdo provou ser um
bom processo de secagem, causando uma perda de cor minima e consequentemente
mantendo os compostos antocianicos. Em relagdo ao valor nutricional, verificou-se
maior concentracdo de hidratos de carbono e menor teor de gordura. Relativamente a
avaliacdo da composicdo quimica, esta demonstrou que a planta estudada € rica em
moléculas de interesse, destacando-se a presenca da glucose e do &cido quinico como
principais moléculas de acucares livres e &cidos organicos, respetivamente. No que
concerne aos tocoferdis, foram encontradas quatro isoformas (a-, B-, y- € 8-), contudo o
y-tocoferol foi a isoforma detetada em maior concentracdo, permitindo constatar a
promissora capacidade antioxidante desta espécie.

A fim de tornar mais completa a avaliacdo quimica das folhas de O. basilicum var.
purpurascens foi avaliada a composigdo em &cidos gordos, verificando-se que os &cidos
gordos polinsaturados foram o grupo de acidos gordos com maior percentagem, tendo
sido o acido a-linolénico o composto maioritario.

A determinacdo dos compostos fendlicos do extrato hidroetanolico de manjericao
vermelho rubi, apresentou vinte e seis compostos fendlicos, onde treze das moléculas
foram identificadas como compostos fenolicos ndo-antocianicos, sendo o principal
composto o acido rosmarinico; e as outras treze moléculas foram identificadas como
compostos antocianicos, sendo a cianidina-3-(6,6'-di-p-cumaroil)-sofordsido-5-

glucésido o composto maioritario.
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Quanto a avaliacdo das bioatividades, estas foram realizadas através do potencial
antioxidante, antimicrobiano e citotoxico. O extrato hidroetanolico revelou ter
capacidade antioxidante, bem como atividade antimicrobiana, o que pode estar
relacionado com a presenca de tocoferdis, &cidos gordos polinsaturados, compostos
fenolicos e outros acidos organicos existentes na composicao da planta. No entanto, este
extrato ndo revelou acdo anti-proliferativa nas linhas célulares tumorais testadas, no
entanto o manjericdo vermelho rubi ndo revelou toxicidade perante a cultura de células
primarias ndo-tumorais (PLP2).

Relativamente a obtencdo do extrato corante rico em antocianinas, neste trabalho
utilizou-se um método rapido para extrair este tipo de compostos das folhas de
manjericdo vermelho rubi. Foram empregues com sucesso uma MSR e outras estratégias
matematicas de forma a otimizar as condi¢6es de extracdo, para produzir um extrato rico
em compostos corantes (antocianinas) para futura aplicacdo industrial. Os resultados
experimentais e tedricos revelaram que as folhas de O. basilicum var. purpurascens sao
uma fonte interessante de antocianinas, sendo que, a maximizacdo da sua extracdo é
atingida quando séo aplicadas temperaturas e concentracfes de etanol elevadas, assim
como tempos de extracdo intermédios. A analise da cor do extrato corante revelou
valores interessantes, demonstrado que o extrato tem tons escuros e mais direcionados
para uma tonalidade vermelha. Ficou, também, evidente que o extrato corante apresenta
melhor perfil bioativo, com excecdo da atividade antioxidante, comparativamente ao
extrato hidroetanolico.

Estes resultados promovem o interesse na realizacdo de mais estudos sobre as
variedades O. basilicum, destacando o potencial do manjericdo vermelho rubi como uma
fonte de ingredientes naturais e bioativos com aplicacdo na industria tanto alimentar
como farmacéutica.

Assim, como perspetivas futuras, seria interessante estudar a incorporagdo do
extrato corante em matrizes alimentares, comprovando 0 Seu poder corante e a
estabilidade do mesmo, bem como a influéncia dos compostos antocianicos, presentes
nas folhas de O. basilicum var. purpurascens, na composicdo dessas matrizes

alimentares.
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