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RESUMO

Rubus ulmifolius Schoot (Rosaceae), conhecida como amora silvestre, € um
arbusto perene encontrado em habitats silvestres e cultivados da Europa, Asia e Africa
do Norte. Tradicionalmente é conhecido pelas suas propriedades medicinais, incluindo
atividade antioxidante. Neste trabalho, caracterizaram-se quimicamente dois extratos
fendlicos obtidos a partir de botbes florais de R. ulmifolius, decocgdo e extrato
hidroalcodlico, tendo sido identificados varios compostos fenolicos, maioritariamente
derivados de elagitaninos nomeadamente, os isdmeros sanguiin H-10 e lambertianina.

Comparativamente a decoccao, o extrato hidroalcodlico apresentou um contetido
em compostos fendlicos superior e uma maior atividade antioxidante. A sua forma
liofilizada foi a escolhida para microencapsular pela técnica de atomizacao seguida de
coagulacdo tendo-se produzido microesferas de alginato que foram posteriormente
incorporadas num iogurte natural. Os resultados obtidos mostraram que ambas as
formas (extrato livre e microencapsulado) revelaram maior atividade antioxidante que o
controlo e que originaram produtos com melhor preservacdo dessa atividade ao longo
do tempo.

Em sintese, os resultados obtidos demonstraram o potencial antioxidante do
extrato hidroalcodlico de R. ulmifolius e a eficiéncia da microencapsulacdo para a sua
preservacdo, abrindo assim possibilidades para a sua exploracdo em aplicacGes na

industria alimentar.
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Abstract

ABSTRACT

Rubus ulmifolius Schoot (Rosaceae), known as wild blackberry, is a perennial
shrub found in wild and cultivated habitats in Europe, Asia and North Africa.
Traditionally, it is considered to have different medicinal properties, including
antioxidant activity. In the present work, phenolic extracts obtained from R. ulmifolius
flower buds were chemically characterized and incorporated (directly or
microcapsulated) into yogurts in order to achieve antioxidant benefits. Various phenolic
compounds were identified in both decoction and hydroalcoholic extract of flowers,
being ellagitannin derivatives the most abundant ones, namely sanguiin H-10 isomer
and lambertianin.

Comparatively to the decoction form, the hydroalcoholic extract presented both
higher antioxidant activity and higher phenolic content, being its lyophilized form used
to microencapsulate. A spray-coagulation technique was chosen to produce alginate
based microspheres which were then successfully incorporated into a natural yogurt.

The achieved results pointed out that the yogurt containing the
microencapsulated extract gave rise to slightly higher antioxidant activity, and that both
forms (free and microencapsulated extract) gave higher activity than the control.
Furthermore, both forms contributed to preserve antioxidant activity along time.

The results obtained demonstrated the antioxidant potential of R. ulmifolius
hydroalcoholic extract and the effectiveness of the microencapsulation technique, thus
opening new perspectives for the exploitation of these natural phenolic extracts in food

applications.
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I. INTRODUCAO

1.1. Atividade antioxidante

1.1.1. Radicais livres e stresse oxidativo

Ao longo do século XX inumeras doencas e distarbios, como o cancro, doencas
cardiovasculares e inflamatdrias, foram estudadas tendo-se encontrado provas
irrefutaveis que as relacionam, direta ou indiretamente, com o stresse oxidativo, o que
aumentou exponencialmente o interesse pelos produtos naturais, especialmente na area
da satde (Laguerre, 2007; Niki, 2010).

Um radical livre é definido como qualquer atomo, molécula ou ido que possui
eletrbes desemparelhados na orbital exterior (Carocho & Ferreira, 2013). Os radicais
livres derivados do oxigénio incluem as chamadas ROS (espécies reativas de oxigénio)
e representam a classe mais importante de espécies reativas geradas pelo organismo
(Ferreira & Abreu, 2007).

Efetivamente, nos organismos aerébios, os radicais livres estdo constantemente a
ser produzidos durante o funcionamento normal da célula, a maior parte sob a forma de
ROS, mas também de espécies reativas de azoto (RNS). A exposi¢do do organismo a
radicais livres leva ao desenvolvimento de mecanismos de defesa endogenos de forma a
elimina-los (Ferreira et al., 2009; Goetz et al., 2008; Valko et al., 2007).

Uma vez produzidos, a maior parte dos radicais livres sdo removidos pelas defesas
antioxidantes. A manutencdo do equilibrio entre a producdo de radicais livres e as
defesas antioxidantes sdo uma condicdo essencial para o funcionamento normal do
organismo (Ferreira & Abreu, 2007; Valko et al., 2007).

No entanto, ha situagdes em que o equilibrio entre a producdo de ROS e as
defesas antioxidantes pode ser destruido devido a uma producdo excessiva de ROS ou a
uma deficiéncia nas defesas antioxidantes da célula (Ferreira & Abreu, 2007).

Assim, a este desequilibrio chamamos stresse oxidativo e nestas situagdes as ROS
em excesso podem oxidar e danificar lipidos celulares, proteinas, DNA e RNA, levando
a sua modificagdo e, frequentemente, a inutilizagdo inibindo a sua funcdo normal
(Carocho & Ferreira, 2013).

Na Figura 1 estdo apresentadas algumas das principais vias de producéo de ROS.

Extratos fendlicos de Rubus ulmifolius Schott: caracterizacéo quimica, atividade antioxidante e encapsulacéo para fins nutracéuticos
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A adicdo de um eletrdo ao oxigénio molecular (O,) gera o radical anido
superoxido (027), considerado a ROS “primario”. Este radical pode originar outros
radicais “secundarios” através da interacdo com outras moléculas, tais como o perdxido
de hidrogénio (H,0,) e o radical hidroxilo (HO«) (Ferreira et al., 2009).

O HOe, formado através da reagdo de Fenton, tem um tempo de vida muito curto
mas é extremamente reativo, sendo mesmo o radical que causa mais danos. Ataca
principalmente moléculas de DNA, danificando o esqueleto de desoxirribose, bem como

purinas e pirimidinas (Ferreira et al., 2009).

K 1}11Tinx.ida'r:Fes Vit. C Vit € *
____________ nio-enzimiticos 3 j
i | Mitocéndria CTE H (vit. C. vit. E. SR SR
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s . . )
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o vom © L LH
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Figura 1. Esquema representativo de algumas das principais rea¢des que envolvem espécies reativas
de oxigénio (ROS) e espécies reativas de azoto (RNS). Apresentam-se as fontes enddgenas de
ROS/RNS mais representativas (retdngulos tracejados): Cadeia transportadora de eletrGes
mitocondrial (CTE), NADPH oxidases e xantina oxidase para as ROS e NO sintases para as RNS.
Os radicais anides superoxido (O,") produzidos podem ser transformados em peréxido de
hidrogénio (H,0,) e radicais hidroxilo (HO¢). Estes radicais podem reagir com lipidos membranares
(LH), promovendo o processo de peroxidacdo lipidica originando radicais lipidicos (Le), radicais
peroxilo (LOO¢®) e hidroperdxidos lipidicos (LOOH). A sintase do 6xido nitrico mitocondrial (NOS)
produz 6xido nitrico (NO¢), que combina com o anido superéxido para produzir peroxinitrilo
(ONOO). Quando em excesso, todos estes ROS podem causar danos mitocondriais e celulares
(Ferreira & Abreu, 2007).
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O stresse oxidativo pode ter causas naturais, Como 0 que ocorre em situacdes de
exercicio fisico extremo, ou em processos de inflamagdo; mas pode também ter causas
ndo naturais como a presenca de xenobioticos no organismo.

Os radicais livres, gquando em excesso, podem danificar todo o tipo de
biomoléculas, incluindo acidos nucleicos, lipidos membranares, proteinas e glacidos,
inibindo a sua funco normal (Carocho & Ferreira, 2013). Desta forma, o stresse
oxidativo pode estar relacionado com um conjunto variado de fendmenos bioldgicos e
numerosas patologias, incluindo varios tipos de cancro, processos inflamatorios, artrite
reumatoide, asma, diabetes, cirrose, doencgas cardiovasculares, doencas oculares,
aterosclerose, doencas de Parkinson e Alzheimer, desordens do foro neuroldgico e o

processo de envelhecimento (Figura 2) (Carocho & Ferreira, 2013).

Ji=as Consequéncias
Alvos
= Poluentes Ambientais * Cancro
(ex: tabaco) - Lipidos - Doengas

membranares cardiovasculares

- Farmacos y
Radicais > | >
« [6es metalicos * Proteinas * Desordens

livres N
- ] neurologicas
* Acidos nucleicos

+ Radiacao

| * Doencas
= Exercicio excessivo = Glicidos pulmonares
= Processos * Diabetes

inflamatoros | :
* Artrite reumatoide

* Envelhecimento

Figura 2. Principais causas para a super-producdo de radicais livres (stresse oxidativo), potenciais

alvos celulares e consequéncias do stresse oxidativo (Ferreira et al., 2009).

1.1.2. Antioxidantes e fitoquimicos

Os antioxidantes podem ser definidos como substancias naturais ou sintéticas
adicionadas aos produtos a fim de prevenir ou retardar a sua deterioragdo pela agdo do
oxigénio (Huang et al., 2005).

Existem varios tipos de antioxidantes, podendo estes ser classificados quanto ao
mecanismo de acdo que desempenham na célula. Estes podem ser preventivos,
captadores, reparadores ou de adaptacao (Niki, 2010).

Os antioxidantes preventivos constituem a primeira linha de defesa do

organismo (e.g., SOD, superdxido dismutase e CAT, catalase), suprimindo a formagéo
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de ROS. Os antioxidantes captadores funcionam como segunda linha de defesa,
removendo rapidamente espécies reativas, impedindo o ataque a varias biomoléculas
(e.g., a-tocoferol, &cido ascérbico e GSH, glutationa). Por sua vez, os antioxidantes
reparadores atuam numa terceira linha de defesa do organismo. Estes atuam reparando
lesGes, eliminando residuos ou reconstituindo funcbes perdidas (e.g., proteases,
fosfolipases e transferases). Por Gltimo, os antioxidantes de adaptagdo, que constituem
uma quarta linha de defesa, exercem uma fungdo de adaptagdo, em que cada
antioxidante é produzido na altura certa e transferido na quantidade necessaria para as
posicOes adequadas (Niki, 2010).

A exposicdo do organismo a radicais livres, provenientes de diversas fontes,
levou o organismo a desenvolver mecanismos de defesa (defesas enddgenas) para
eliminar estes radicais livres (Ferreira & Abreu, 2007). As defesas antioxidantes podem
ser enzimaticas ou nao enzimaticas (Carocho & Ferreira, 2013).

As defesas antioxidantes enzimaticas sdo em grande numero e encontram-se
espalhadas por todo o organismo, tanto no meio intracelular como no meio extracelular.
Exemplos destas defesas sdo a SOD, CAT, a glutationa peroxidase (GSH-Px), a
glutationa redutase (GSH-R), entre outras (Ferreira & Abreu, 2007).

Entre as defesas antioxidantes ndo enzimaticas destacam-se compostos como a
glutationa, o a-tocoferol (vitamina E), o acido ascorbico (vitamina C), o &cido lipoico,
os carotenoides, os flavonoides, entre outros (Ferreira & Abreu, 2007; Valko et al.,
2007).

Para além destas defesas enddgenas, existe uma pandplia de moléculas naturais,
de origem vegetal, com propriedades antioxidantes e que podem constituir um sistema
exogeno de defesa, as quais designamos de fitoquimicos (Ferreira & Abreu, 2007).

Os fitoquimicos sdo classificados como compostos bioativos provenientes de
diferentes partes das plantas, tais como, sementes, cereais, vegetais, frutos, folhas,
raizes, especiarias e ervas (Ferreira & Abreu, 2007; Skerget et al., 2005), e estdo
relacionados com a reducdo do risco de ocorréncia de varias doengas cronicas,
nomeadamente varios tipos de cancro.

Sendo o stresse oxidativo induzido por radicais livres, responsavel por varias
dessas doencas crénicas, os fitoquimicos presentes em frutos e vegetais assumem cada

vez mais uma enorme importancia (Ferreira & Abreu, 2007; Liu, 2003).
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Além da importancia dos fitoquimicos na dieta, quando presentes ou adicionados
a alimentos, exercem igualmente um efeito protetor; preservam as propriedades
organoléticas e nutricionais, prolongam o prazo de validade e previnem a formacao de
produtos de decomposicdo oxidativa pela acdo da luz, temperatura e humidade. Assim,
0s compostos bioativos sdo de grande importancia no setor alimentar e biotecnologico
podendo ser usados em diversas aplicagdes, principalmente no desenvolvimento de
aditivos alimentares, nutracéuticos, alimentos funcionais e farmacos (Loziene et al.,
2007).

1.2. As plantas medicinais

Os saberes sobre as plantas tém acompanhado a evolucdo do homem ao longo
dos tempos. Cedo as civilizagbes mais primitivas se aperceberam do interesse das
plantas, tanto para a alimentagdo como para a salde e bem-estar. Inicialmente, a
utilizacdo de plantas medicinais no tratamento de doencas era feita de forma empirica.
Por exemplo, acreditava-se ser possivel intuir as propriedades das plantas a partir das
suas caracteristicas morfoldgicas, atendendo, por exemplo, a forma das folhas e dos
frutos, e as suas semelhangas com partes ou 6rgdos do corpo humano. Quanto maior a
similitude, maiores os efeitos sobre o organismo. A medida que se acumularam
experiéncias, foram sendo selecionadas as plantas que apresentavam maior eficacia no
controlo ou cura das doencas (Cunha, 2010).

A informacdo acerca das plantas e dos usos medicinais comegou por ser
transmitida oralmente, de geracdo em geracdo, para depois, com 0 aparecimento da
escrita, ter passado a ser compilada e guardada em documentos preciosos (Cunha,
2005).

A descoberta de novas moléculas ativas tem por base 0s conhecimentos
inventariados pelas metodologias da etnobotanica, disciplina que estuda as plantas
usadas tradicionalmente por varios povos, e 0s registos no ambito da etnofarmacologia
que recolhe e analisa as praticas tradicionais de preparacdo e uso de medicamentos a
base de plantas, pelas civilizagdes e comunidades que recorriam ou recorrem apenas a

natureza, para tratar diversas patologias (Gomes, 2005; Maciel et al., 2002).
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A recolha dos saberes empiricos e a interdisciplinaridade que caracteriza a
etnobotanica e a etnofarmacologia (os estudos integram equipas multidisciplinares e
trabalhos do &mbito da boténica, quimica, farmacologia e toxicologia) sdo fundamentais
na obtencdo de matéria-prima vegetal para a producdo de produtos fitoterapéuticos e
isolamento de novos farmacos e/ou prototipos de novos farmacos (Foglio et al., 2006).

Na procura de novas moléculas naturais bioativas, da-se preferéncia ao estudo de
plantas que pelo seu uso na medicina popular, j& provaram exibir atividade
farmacoldgica (Krishnaiah et al., 2011; Montanher et al., 2002). Parte deste poder
medicinal advém do elevado potencial destas espécies para neutralizar os radicais livres
responsaveis pelos danos celulares (Mantle et al., 2000).

Depois de um periodo de desinteresse, em que se privilegiaram 0s compostos
sintéticos, ressurgiu em 1980 o interesse por medicamentos a base de plantas
principalmente na Alemanha, Franca e no Reino Unido, passando posteriormente a
outros paises europeus e a América do Norte (Cunha, 2005).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (WHO), atualmente, 80% da
populacdo humana recorre a fitoterapia para tratar problemas de satde sendo que, desse
total, pelo menos 30 % desses usos sdo por indicacdo médica (Novais et al., 2004).

Em particular, as plantas podem constituir fontes de compostos antioxidantes
suplementados através da alimentagdo e de outros usos (Krishnaiah, 2011).

As plantas medicinais tém sido um recurso precioso para a obtencdo de
moléculas com potencial terapéutico, mas a sua utilizacdo pela industria farmacéutica é
relativamente recente. O estudo e a investigacdo sobre plantas e compostos derivados
com potencial efeito no tratamento de algumas doencas teve inicio no século XIX, mas
a identificacdo de compostos isolados, em termos de estrutura quimica, teve lugar ja no
século XX. Este processo de descoberta de novos compostos tem estado em permanente
evolucdo devido ao aperfeicoamento das técnicas que permitem o isolamento e a
determinacdo estrutural dos compostos quimicos (Costa & Teixeira, 2007).

Rubus ulmifolius Schott (silva-brava) da familia das Rosaceae é uma planta
medicinal da flora silvestre portuguesa. Esta espécie € frequente na Peninsula Ibérica,
cresce de forma espontédnea em condi¢Ges de clima mediterranico e é vulgarmente
utilizada na medicina popular (Carvalho, 2010). A Tabela 1 resume o0s usos medicinais
desta espécie mencionados em inventarios etnobotanicos realizados recentemente na

Peninsula Ibérica.
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Em Portugal, a sabedoria popular considera que as infusdes e as decoc¢des dos
gomos de R. ulmifolius tém propriedades anti-inflamatérias e analgésicas (Camejo et al.,
2003; Carvalho, 2010; Neves et al., 2009; Novais et al., 2004). Tendo em conta
potenciais propriedades terapéuticas de R. ulmifolius, preparam-se infusbes a partir das
folhas jovens e dos botdes florais depois de secos, que sdo administradas por via oral
para tratamento de diabetes, diarreia, menopausa. Também se aplicam externamente
para alivio de rouquiddo, gengivas inflamadas, aftas e balsamo de Ulceras cutaneas
(Acqua et al., 2008).

Sabe-se que estes materiais vegetais contém grandes quantidades de
antocianinas, que sao poderosos antioxidantes que ajudam a reverter os danos celulares
causados pelos radicais livres, e sdo Uteis na prevencdo de doencas cardiacas, do foro
cancerigeno e vascular (Novais et al., 2004).

Estudos recentes descobriram que a amora, o fruto da silva-brava, devido ao seu
alto teor em flavonoides, entre outras propriedades, tem acdo digestiva e
antiespasmddica, tonificante, antisséptica, tranquilizante e analgésica, sobretudo a nivel
local e das mucosas do aparelho digestivo (Novais et al., 2004). A amora-preta é
considerada um fruto funcional, ou seja, além das caracteristicas nutricionais basicas,
guando consumida como componente frequente da dieta, produz efeito
fisiologico/metabolico ou efeito benéfico para a salde humana, cujo consumo é

considerado seguro, ndo necessitando por isso de supervisao médica (Vizzoto, 2008).

Tabela 1. Usos medicinais da espécie estudada, referidos em inquéritos etnobotanicos realizados

recentemente na Peninsula Ibérica.

Nome Nome Indicagdes Propriedades Preparacéo
cientifico vernaculo terapéuticas

Administrac&o oral:
Infusdo ou decoccao das
aparelho digestivo, anti-inflamatorio, folhas jovens

(Camejo et al., 2003;
Carvalho, 2010;

catarro e analgésico. Gonzélez et al., 2010;
Novais et al., 2004).

Hipertensao, Antidiarreico, antisséptico,

Silva dor de garganta, antiespasmadico

Rubus
ulmifoius Schott
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1.3. Caracterizacdo botanica da planta em estudo, Rubus ulmifolius Schott

R. ulmifolius (Figura 3), vulgarmente conhecida por silva brava ou silva-
gravanceira, é uma espécie da familia botanica das Rosaceae. Nativa da Europa e
regides temperadas da Asia e Africa do Norte, a silva € um arbusto lenhoso e perene que
cresce nas orlas de bosques, sebes, margens de caminhos e terrenos incultos e
abandonados.

Forma caules jovens, compridos e arqueados (turiGes), munidos de aculeos
falciformes e retos, cobertos de substancia cerosa esbranquicada (pruina). As folhas sdo
compostas, com trés a cinco foliolos que partem do mesmo ponto, também pruinosas.

As flores, agrupadas em inflorescéncias piramidais, s&o hermafroditas com
pétalas de cor rosada escura a quase branca. Os frutos, as deliciosas amoras silvestres,
sdo do tipo drupa, carnudos e com pequeno carogo, coerentes, vermelhos tornando-se
pretos quando maduros.

R. ulmifolius é popularmente utilizado para diversos fins desde ha longo tempo.

Particularmente interessantes sdo 0s seus usos medicinais e alimentares em que
se empregam as folhas antes da floracdo, os botBes florais e os frutos (Monasterio-
Huelin, 2001).

Figura 3. Rubus ulmifolius, Schott detalhe da folha (A) detalhe da flor (B) e do fruto (C).
(Flora-on, 2013). Fotos de: Porto, M., Aguiar, C. (CIMO), Pereira, A. J.)
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1.4. Constituintes bioativos das plantas

As plantas sdo uma fonte natural de compostos bioativos eficazes, que podem
ser aplicados, por exemplo, como aditivos alimentares e como ingredientes na
formulacédo de alimentos funcionais e nutracéuticos (Loziene et al., 2007).

Barros et al. (2010) concluiram que as flores R. ulmifolius possuem propriedades
antioxidantes devido aos compostos bioativos nomeadamente: fenois, flavonoides, acido
ascorbico e licopeno. As folhas de R. ulmifolius também demostraram propriedades
antioxidantes sobretudo devido a presenca de &cido cafeico, acido ferulico, ésteres
quimicos de acido cafeico, bem como a quercetina-3-O-glucurénido e ao canferol-3-O-
glucuronido e acido elagico (Acqua, 2008).

A planta em estudo pode ter aplicacdo na prevencdo de doengas cronicas
relacionadas com o stresse oxidativo, uma vez que 0S Seus constituintes apresentam
propriedades antioxidantes nomeadamente, atividade captadora de radicais livres,
podendo ser incluidas em formulagdes de nutracéuticos ou consumidas como alimentos

funcionais devido as suas caracteristicas nutricionais.

Os compostos fenolicos, em particular, estdo presentes em todos os frutos e
vegetais. Devido a sua ampla distribuicdo na natureza, constituem um dos grupos mais
numerosos de metabolitos. Resultantes do metabolismo secundario das plantas, os
compostos fendlicos compreendem um grupo heterogéneo de substancias, umas com
estruturas relativamente simples e outras mais complexas. Estes compostos
caracterizam-se pela existéncia de um anel aromatico, ao qual esta ligado um ou mais
grupos hidroxilo, livres ou envolvidos numa ligacdo éter, éster ou heterosidica (Cunha,
2005).

Sdo também definidos como compostos ndo azotados com um ciclo aromaético,
que derivam do metabolismo do &cido chiquimico e/ou de um poliacetato. Esta
definicdo resulta da sua origem biossintética em que se distinguem duas vias anabolicas:

— a via do acido chiquimico (mais comum), que resulta da condensagdo do

fosfoenolpiruvato com a eritrose-4-fosfato e da origem aos aminoacidos

aromaticos fenilalanina e tirosina. Estes aminoacidos, por desaminag&o,

originam &cidos cindmicos que entram na via fenil propanoide;
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— a via do acetato, em que os compostos fenolicos se formam por ciclizacéo de
um poli-p-cetoéster. Habitualmente, os compostos fendlicos encontram-se na
natureza na forma conjugada, principalmente com moléculas de aglcar ligadas

ao hidroxilo fendlico (O-heterdsidos) ou, mais raramente, ao anel benzénico (C-

heterdsidos) (Cunha, 2005).

Os compostos fenolicos fazem parte da dieta e parecem estar associados a
beneficios para a saude humana, nomeadamente no tratamento e preven¢do do cancro,
doencas cardiovasculares e outras patologias, devido sobretudo a sua capacidade
antioxidante (Barbaste et al., 2002; Urquiaga & Leighton, 2000).

1.5. Alimentos funcionais e nutracéuticos

A alimentacdo equilibrada tem um papel importante na manutencdo da saude.
Assim, ha uma procura cada vez maior de alimentos que satisfacam as necessidades
nutricionais basicas ou que desempenhem efeitos fisioldgicos benéficos para a satde do
consumidor, o que gerou um aumento dos esforgos da comunidade cientifica que tem
produzido inimeros estudos com o intuito de comprovar a atuacdo de certos alimentos
na prevencdo de doencas (Prosky, 2001).

O conceito de alimentos funcionais surgiu inicialmente no Japdo na década de
80 através da publicacdo de regulamentacdo de alimentos para uso especifico da salde
(Pinto, 2010).

Alimento funcional é considerado como sendo “qualquer alimento, natural ou
preparado, que contenha uma ou mais substancias, classificadas como nutrientes ou nao
nutrientes, capazes de atuar no metabolismo e na fisiologia humana, promovendo
efeitos benéficos para a salde, podendo retardar o desenvolvimento de doencgas cronicas
e degenerativas e melhorar a satide e a expetativa de vida das pessoas” (Pinto, 2010).

Os efeitos benéficos para a saude dos alimentos funcionais devem-se a presenca
de uma ou mais substancias fisiologicamente ativas que devem estar presentes nos
alimentos, em quantidades suficientes e adequadas para produzir o efeito fisiologico
desejado (Pinto, 2010).

Os alimentos funcionais devem ser sempre consumidos na dieta normal e devem
aumentar o bem-estar e a saude e/ou reduzir o risco de ocorréncia de doencas, aléem do

seu valor nutritivo basico (Pinto, 2010).
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Por sua vez, o nutracéutico € um alimento ou parte de um alimento que
proporciona beneficios médicos e de salde, incluindo a prevengdo e/ou tratamento da
doenga. Tais produtos podem abranger desde os nutrientes isolados, suplementos
dietéticos na forma de capsulas e até aos alimentos processados tais como cereais, sopas
e bebidas (Roberfroid, 2002).

As plantas sdo uma fonte natural de compostos bioativos eficazes, que podem
levar ao desenvolvimento de nutracéuticos e farmacos com acdo anti-inflamatoria,
digestiva, antinecrdtica, neuroprotetora e hepatoprotetora, podendo envolver um
mecanismo antioxidante e/ou captador de radicais livres (Loziene et al., 2007).

Uma ingestdo elevada de alimentos ricos em antioxidantes naturais aumenta a
capacidade antioxidante do plasma e reduz o risco de alguns tipos de cancro, doengas
cardiovasculares e acidente vascular cerebral (Hassimoto et al., 2009; Justesen &
Knuthsen, 2001). Estas propriedades sdo atribuidas a varios constituintes, incluindo
vitaminas e numerosos fitoquimicos, principalmente compostos fendlicos como o0s
flavonoides (Hassimoto et al., 2009; Justesen & Knuthsen, 2001). Os compostos
antioxidantes podem funcionar ou atuar contra as ROS de maneira diferenciada tendo
uma acdo quelante e/ou captadora dos radicais antes da ocorréncia de danos em
qualquer parte do organismo; apés estes danos, podem também funcionar como
reparadores dos tecidos (Niki, 2010).

A planta em estudo pode ser considerada alimento funcional ou fonte de
nutracéutico uma vez que de acordo com estudos anteriores (Barros et al., 2010),
apresenta propriedades antioxidantes e compostos bioativos nomeadamente, polifendis,
vitaminas, carotenoides, acidos gordos insaturados e acucares redutores. No entanto,
deve ser referido que esses estudos foram feitos em extratos metandélicos e ndo na forma

em que as plantas sdo normalmente consumidas: infusées e decocgoes.
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1.6. Microencapsulagao

A microencapsulacdo é uma técnica que permite o desenvolvimento de
formulacGes, onde o seu conteudo € protegido e a sua libertagdo modificada com o
objetivo de atuar num determinado local, por um determinado periodo de tempo e a uma
velocidade especifica (Suave et al., 2006). Apresenta importantes aplicacdes,
principalmente nas areas farmacéuticas, cosmética e alimentar (Nedovic et al., 2011).

E um processo em que as substancias de interesse, designadas de compostos
bioativos, sdo incorporadas numa matriz ou num sistema de revestimento, obtendo-se
microparticulas com um didmetro que varia entre 1 a 1000 pum.

As substancias a encapsular apresentam-se geralmente no estado liquido ou
solido, podendo também ser um gas (Schrooyen et al., 2001).

Esta técnica € aplicada no setor alimentar, com varios propositos, nomeadamente
(Nedovic et al., 2011):

1. Melhorar as propriedades do material encapsulado, mascarando as
caracteristicas organoléticas desagradaveis (sabores, odores, cor) de alguns materiais;

2. Possibilitar a otimizacdo de formulagGes no que se refere @ modulacédo da
libertagdo da substancia a encapsular;

3. Estabilizar a substancia a encapsular, evitando as reacbes de degradacao
decorrentes das condi¢fes adversas ao longo do trato gastrointestinal (pH e enzimas);

4. Reduzir efeitos adversos provocados por algumas substancias;

5. Diminuir a toxicidade do composto bioativo;

6. Controlar a biodisponibilidade;

7. Proteger os compostos volateis, impedindo a sua perda;

8. Proteger as substancias dos agentes atmosféricos (luz, humidade, calor e
oxigenio).

Para além das vérias vantagens desta técnica, € importante também salientar
algumas limitacdes, como por exemplo, o elevado custo e por vezes a dificuldade de
escolha do método a aplicar no encapsulamento das substancias devido a auséncia de
um processo adaptavel universalmente a todas as substancias (Venkatesan, 2009).

Existem varios métodos usados para a preparacdo de microparticulas, no

entanto, a escolha do método mais adequado depende de alguns fatores, como por
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exemplo, das propriedades do material a encapsular, das condi¢cdes de producao e dos
requisitos do produto final (Bansode et al., 2010).

As microparticulas servem para transportar varios compostos bioativos, tais
como farmacos, vitaminas, DNA, péptidos, aromatizantes, corantes, 0leos essenciais e
nutrientes (Bansode et al., 2010). Relativamente a sua estrutura interna e morfologia, as
microparticulas podem ser divididas em dois grupos principais: as microcapsulas e as
microesferas. Estes podem depois subdividir-se em outras classes tal como apresentado
na Figura 4 (Silva et al., 2003).

Microcapsulas Microesferas
Mononuclear Polinuclear Homogénea Heterogénea

Substancia a encapsular

2 Agente encapsulante

Figura 4. Estrutura das microparticulas (adaptado de Silva et al., 2003).

1.6.1. Agente encapsulante

No processo de microencapsulacdo, a variedade de materiais encapsulantes é
muito vasta. Estes tm como principal funcdo proteger o composto bioativo sob a forma
de um invélucro ou matriz (Azeredo, 2005).

Os agentes encapsulantes podem apresentar diferentes origens desde natural,
semi-sintética ou sintética (Anson, 2005). Na Tabela 2 estdo referenciados alguns

exemplos de agentes encapsulantes classificados de acordo com a sua origem.
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Tabela 2. Exemplos de agentes encapsulantes usados na microencapsulacdo de acordo com a sua

origem (adaptado de Anson, 2005).

Tipos de agentes Exemplos
encapsulantes
Naturais Gelatina, goma agar-agar, alginato de sodio,

alginato de cédlcio, dextrano, quitosano, caseinato,
sacarose e cera
Acetato de celulose, mnitrato de celulose,
etilcelulose, hidroxipropilcelulose, metilcelulose,

Semi-Sintéticos carboximetilcelulose de sddio, dlcool miristilico,
gliceril mono ou dipalmitato, mono, di e
triestearato de glicerol

Sintéticos Polimeros do acido acrilico e co-polimeros

Um dos principais fatores que influencia a estabilidade do composto
encapsulado é o tipo de agente encapsulante utilizado na microencapsulacao. A escolha
do agente encapsulante deve basear-se em alguns critérios, nomeadamente nas
caracteristicas fisicas e quimicas do composto bioativo a encapsular (e.g. solubilidade),
no tipo de aplicagdo pretendida (e.g. farmaco, aditivo alimentar, fragrancia) e no método
de microencapsulacéo selecionado (Suave et al., 2006).

Nas industrias alimentares e farmacéuticas tém sido muito utilizados polimeros
naturais tais como o alginato e o quitosano. Os alginatos sdo polissacarideos naturais,
extraidos de algas e de algumas bactérias, sdo biodegradaveis, biocompativeis e
atoxicos (Wong et al. 2011). Para além da area alimentar, possuem outras aplicacdes,
particularmente nas areas biotecnoldgicas e farmacéutica.

O quitosano é um polissacarideo obtido por desacetilacdo alcalina da quitina,
tendo sido alvo de variados estudos devido as suas excelentes propriedades como a
bioatividade, biocompatibilidade e biodegradabilidade (Pinto, 2005).

1.6.2. Metodos de microencapsulagao

O método de microencapsulagdo deve ser simples, reprodutivel, rapido e

facilmente transponivel para a escala industrial (Silva et al., 2003).

Extratos fendlicos de Rubus ulmifolius Schott: caracterizacéo quimica, atividade antioxidante e encapsulacéo para fins nutracéuticos

14



i, VNIVERSIDAD IntrOdUan
Qm.wmn \Eﬁs_ BSALAMANCA
DI BAAGANCA TICER caumaon v on

A selecdo do método de microencapsulacdo depende de alguns aspetos, tais
como, as propriedades fisico-quimicas, tanto do material a encapsular como do agente
encapsulante (principalmente, a solubilidade); a aplicacdo ou finalidade das
microparticulas produzidas; o tamanho, textura e forma da microparticula e o
mecanismo de libertacdo pretendido (Bansode et al., 2010).

Os métodos correntemente mais utilizados podem ser divididos em trés grupos
principais: métodos quimicos, fisicos e fisico-quimicos (Suave et al., 2006). A Tabela 3

mostra um resumo dos métodos existentes agrupados pelas trés categorias descritas.

Tabela 3. Métodos utilizados na elaboracdo das microcapsulas (adaptado de Suave et al., 2006).

Tipo Método

Spray drying

Spray cooling

Meétodos Fisicos Técnica de leito fluidizado

Co-extrusao

Polimerizacdo in-situ

Métodos Quimicos Inclusdo molecular

Polimerizacdo interfacial

Coacervacdo ou separagdo de fases

Métodos Fisico-Quimicos Emulsificacio/evaporagdo do solvente

Pulverizacdo em solugdo com agente de reticulacdo

A técnica mais utilizada para o processo de microencapsulacdo na industria
alimentar é o spray drying. E considerado um processo econémico, flexivel, utiliza um
equipamento facil de manusear originando particulas de boa qualidade (Fang &
Bhandari, 2010).

Existem outras variantes desta técnica nomeadamente a técnica de atomizacdo
(spray) seguida de coagulacdo. Esta apresenta a vantagem de néo utilizar temperaturas
elevadas comparativamente com o spray drying. Esta técnica sera a escolhida para

utilizar neste trabalho.
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1.6.3. Técnica de atomizacao/coagulacao

A técnica de atomizagdo facultada pelo equipamento NISCO Var J30
(equipamento a ser utilizado no presente trabalho) pode ser descrita como sendo
constituida por um controlador de pressdo ligado a uma fonte de gas (azoto) e uma
bomba seringa para controlo do caudal da solucéo. Estes componentes alimentam o bico
atomizador (nozzle), onde ocorre a formacdo do spray. As microparticulas séo
consolidadas logo ap6s a sua formacdo por contato com a solucdo de agente de
coagulacao. Relativamente a producéo de microesferas, este sistema requer a otimizagédo
do caudal de alimentacdo da emulsdo ou solucdo ao nozzle e da pressao de saida do gas
(Fernandes et al., 2011).

Na Figura 5 apresenta-se de forma esquemaética e em fotografia o dispositivo

experimental Nisco Var J30.

Figura 5. Esquema e fotografia do sistema NiscoVar J30 (adaptado de Fernandes et al., 2011).
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Na tabela 4 apresenta um resumo com exemplos de microencapsulacdo de

principios ativos contendo extratos fendlicos com interesse na area alimentar.

Tabela 4. Exemplos de microencapsulagdo de principios ativos contendo extratos fendlicos com

interesse na area alimentar.

Principio ativo Material Técnica Referéncia
Opuntia ficus-indica Maltodextrina. Inuli S drvi Saénz et al.. 2009
(Extrato etanolico) altodextring, fntlina pray arying (Secnzetel :

o L. Coacervacéo
Propolis Proteina isolada de complexa, (Nori et al., 2011)

(Extrato etandlico)

soja e pectina

Freeze drying

Quercus resinosa

Maltodextrina,

(Gallegos-Infante et

(Extrato da infuséo das K-carragenano Spray drying al., 2013)
folhas)
llex paraguariensis Alginato, . .

(Extrato aquoso) Alginato+quitosano Spray drying (Deladino et al., 2008)
Capsicum annum L. R Huald |
(Extrato de sementes, Goma-arébica Spray drying ( omo-zoulaz) eetal.

pele)
Morinda citrifolia L. k-carragenano, . (Krishnaiah et al.,
(Extrato do fruto) Maltodextrina Spray drying 2012)
Rubus idaeus L. . . Extrusdo (Bels¢ak-Cvitanovié et
(Extrato aquoso das Alginato+quitosano eletrostatica al., 2011)
folhas)
Maltodextrinas
Daucus carota L. (MDX, stardri 10, Spray drying (Ersus ;?E)(\)(?l;rdagel,
(Extrato etandlico) glucodry 10)
Maltodextrina,
Myrciaria jaboticaba Goma-arabica+ . .
(Extrato das cascas) Maltodextrina, Spray drying (Silva et al., 2013)
Amido modificado+
Maltodextrina
Lippia sidoides . q |
(Extrato etanol:H,0) Maltodextrina, Spray drying (Fernandes et al.,
s 2012)
Goma-arabica
Punica granatum L.
(Extrato aquoso das Maltodextrina Spray drying (Cam et al., 2013)
cascas)
Piper sarmentosum . .
Alginato Extrusdo (Chan et al., 2010)

(Extrato aquoso)

Garcinia cowa
(Extrato aquoso do fruto)

Maltodextrina

Freeze drying

(Ezhilarasi et al.,2013)
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1.7. Objetivos

A maioria dos usos descritos para a planta em estudo resulta de situagoes
empiricas recolhidas numa perspetiva etnobotanica e etnofarmacolégica. Partindo do
pressuposto de que o0 uso empirico destas espécies e 0s saberes e praticas a elas
associados foram ratificados e confirmados ao longo de geracfes de consumidores, é de
considerar que a espécie em estudo tém um potencial fitoquimico e fitofarmacoldgico

que interessa avaliar e explorar.
Assim, este trabalho teve como objetivos:

i) Avaliar a atividade antioxidante e caracterizar quimicamente extratos fendlicos
obtidos a partir de material vegetal proveniente de uma espécie silvestre de uso

frequente na medicina tradicional Transmontana: Rubus ulmifolius (Rosaceae).

ii) Testar a aplicacdo destes extratos para fins nutracéuticos, através do processo
de microencapsulacédo e posterior incorporacdo em iogurte, tendo presente a promogéo

de produtos alimentares com beneficios para a satde.

iii) Contribuir para a valorizagdo da flora medicinal silvestre e validagdo das

praticas tradicionais.
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1. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal

Para a realizacdo deste trabalho foi selecionada uma planta medicinal da familia
Rosaceae, Rubus ulmifolius Schott, vulgarmente conhecida pelo nome vernaculo de
silva brava ou silva gravanceira.

Os botdes florais de R. ulmifolius foram recolhidas no final da primavera de
2009, em zonas marginais (orlas de bosques e caminhos rurais) do territorio do Parque
Natural de Montesinho, Trés-os-Montes, nordeste de Portugal, considerando a
farmacopeia popular Portuguesa, os critérios de uso medicinal local e os padrdes de
crescimento das plantas.

A identificacdo botanica da espécie foi confirmada com os carateres
morfolégicos definidos pela Flora Ibérica, volume VI, Rosaceae (Castroviejo cord,
2001) e pela Nova Flora de Portugal (Franco, 1994). Exemplares prensados e montados
encontram-se depositados no Herbario da Escola Superior Agréria de Braganca
(BRESA).

As amostras foram liofilizadas usando o equipamento FreeZone 4.5 (Labconco,
Kansas, EUA), reduzidas a p6 e mantidas nas melhores condi¢des, a -20°C, para a

utilizacdo subsequente.

2.2. Solventes, reagentes e padroes

O solvente acetonitrilo, de grau HPLC, foi fornecido pela Merck KgaA
(Darmstadt, Alemanha). Os acidos formico e acético foram adquiridos a Prolabo (VWR
International, Franca).

O padrdo utilizado nos ensaios de atividade antioxidante (trolox: acido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) foi adquirido na Matreya (PA, EUA).

O 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH) foi obtido na Alfa Aesar (Ward Hill,
MA, EUA). Os padrdes de compostos fenolicos foram fornecidos pela Extrasynthése
(Genay, Franga). Todos os outros produtos quimicos usados eram de grau analitico e
foram adquiridos a partir de fornecedores de produtos quimicos. A agua foi tratada com
um sistema de purificacdo Milli-Q (TGI Pure Water Systems, EUA).
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2.3. Procedimentos de extragdo de compostos fendlicos
2.3.1 Decocgao

A decoccdo foi preparada a partir do material vegetal liofilizado (1 @),
adicionando 200 mL de &gua destilada e aquecendo (placa de aquecimento, VELP
Scientific) até a ebulicdo durante 5 min. Deixou-se repousar a mistura durante mais 5
min e depois filtrou-se sob presséo reduzida. A decoccdo obtida foi congelada e

liofilizada usando o equipamento mencionado anteriormente.

2.3.2. Maceragdo numa mistura hidroalcodlica

A extracdo hidroalcodlica foi realizada a partir do material vegetal liofilizado (1
g) com 30 mL de metanol: agua (80:20, v/v) a 25°C sob agitacdo a 150 rpm durante 1h,
sendo subsequentemente filtrada através de papel Whatman N°4. O residuo obtido foi,
em seguida, extraido com uma porcao adicional de 30 mL da mistura hidroalcodlica. Os
extratos hidroalcoolicos combinados foram evaporados a 35°C sob pressdo reduzida
(evaporador rotativo Buchi R-210, Flawil, Suica) e posteriormente liofilizados.

O extrato hidroalcodlico e a decoccdo liofilizada foram re-dissolvidos numa
mistura metanol: agua (80:20, v/v) e &gua, respetivamente (concentracdo final de 2,5
mg/mL), para determinagdo de compostos fendlicos. As solucbes finais foram ainda
diluidas para diferentes concentracfes e submetidas a ensaios de avaliacdo de atividade

antioxidante.

2.4. Caracterizacao da composi¢do dos extratos em compostos fenélicos

As solucdes stock preparadas foram filtradas através de discos descartaveis LC
de 0,22-um e analisadas num cromatdgrafo Hewlett-Packard 1100 (Agilent
Technologies) com uma bomba quaternaria e um detetor de diodos (DAD) acoplado
com uma estacdo de processamento de dados HP Chem Station (rev. A.05.04). Utilizou-
se uma coluna Waters Spherisorb S3 ODS-2 Ci3, 3 um (4,6 mm x 150 mm)
termostatizada a 35°C. A fase moével foi (A) 0,1% de acido formico em agua, (B)

acetonitrilo. O gradiente de eluicdo estabelecido foi de 10% B a 15% B até 5 min, 15-
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25% B mais 5 min, 25-35% B mais 10 min, isocratico 50% B mais 10 min e
reequilibracdo da coluna; usou-se uma taxa de fluxo de 0,5 mL/min. Realizou-se uma
detecdo dupla online DAD a 280 nm e 370 nm como comprimentos de onda
preferenciais e no espectrémetro de massa (MS) ligado ao sistema de HPLC.

A detecdo MS foi realizada num APl 3200 Qtrap (Applied Biosystems,
Darmstadt, Alemanha) equipado com uma fonte ESI num analisador de massa de
armadilha de ido-quadrupolo tripla, controlada pelo software Analyst 5.1. Usou-se ar de
grau zero (30 psi) como gas de nebulizacdo e gas turbo para secagem do solvente
(400°C, 40 psi). O azoto serviu como cortina (20 psi) e gas de colisdo (médio). A tensdo
de spray dos ides foi definida a -4500V em modo negativo. O detetor MS foi
programado para executar, em série, dois modos consecutivos: incrementar a analise do
MS (EMS) e do ido produto (EPI). O sistema EMS foi utilizado para mostrar espetros
de varrimento completo, para dar uma visdo geral a todos os iGes na amostra. As
configuracdes usadas foram: potencial de n&o-cluster (DP) -450V, potencial de entrada
(EP) -6V, energia de colisdo (CE) -10V. O modo EPI foi executado, posteriormente, de
modo a obter os padrbes de fragmentacdo dos ibes obtidos da experiéncia anterior,
usando os seguintes parametros: DP -50 V, EP -6 V, CE -25V e dissipagdo da energia
de coliséo (CES) 0 V. Os espetros foram gravados no modo de ido negativos entre m/z
100 e 1700.

Os compostos fendlicos presentes nos extratos foram caracterizados de acordo
com o seu espetro UV e de massa, e tempo de retengdo em comparacdo com padroes,
quando disponiveis. Para andlise quantitativa, obtiveram-se as curvas de calibracdo por
injecdo de solucdes-padrdo com concentracfes conhecidas (2,5-100 pg/mL): Catequina
(y=158,42x-11,38; R®=0,9999); 4cido clorogénico (y=600,27x-763,62; R*=0,9998);
4cido p-cumaérico (y=884,6x+184,49; R?*=0,9999); &cido elagico (y=32,72x+77,8;
R?=0,9999); 4cido fertlico (y=505,97x-64,578; R?=0,9999); canferol 3-O-glucésido
(y=190,75x-36,158; R®=1,000); canferol  3-O-rutinésido  (y=175,02x-43,877;
R?=0,9999); quercetina 3-O-glucésido (y=316,48x-2,9142; R°=1,000); quercetina 3-O-
rutinésido (y=222,79x-243,11; R?*=0,9998). Os resultados foram expressos em mg por
100 g de massa seca.
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2.5. Avaliagéo da atividade antioxidante in vitro
2.5.1. Atividade captadora de radicais DPPH

Esta metodologia foi realizada utilizando um Leitor de Microplacas ELX800
(Bio-Tek equipamento, Inc.). A mistura reativa, em cada um dos 96 pocos, consistiu nas
diferentes concentracdes do extrato (30 pL) as quais se adicionou uma solucdo
metandlica (270 pL) contendo radicais DPPH (6x10™ mol/L). A mistura foi deixada em
repouso durante 30 min no escuro. A reducdo do radical DPPH foi determinada pela
medicdo da absorvancia a 515 nm. A atividade captadora de radicais (ACR) foi

calculada pela percentagem de descoloracdo da solugéo de DPPH, usando a equagéo:

% ACR = [(ApppH - As)/Apppr] x 100
onde As corresponde a absorvancia da solucdo de DPPH na presenca de diferentes
concentracOes de extrato e Apppy € a absorvancia do branco (solugdo de DPPH mais 0
solvente de extracdo (metanol) em vez da solucdo de extrato).
A concentracdo de extrato que fornece 50% da atividade captadora de radicais
(ECsp) foi calculada a partir do grafico de ACR em fungdo da concentragdo de extrato.

O padrao utilizado foi o trolox.

2.5.2. Poder redutor

Esta metodologia foi realizada utilizando o Leitor de Microplacas descrito
anteriormente. As diferentes solugdes de extrato (0,5 mL) foram misturadas com
tampdo fosfato de sddio (200 mmol/L, pH 6,6, 0,5 mL) e ferricianeto de potassio (1%
w/v, 0,5 mL). A mistura foi incubada a 50°C durante 20 min. Apds esse periodo
adicionou-se acido tricloroacético (10% wi/v, 0,5 mL). A mistura (0,8 mL) foi colocada
nos 48 poc¢os juntamente com agua desionizada (0,8 mL) e cloreto de ferro (0,1% wiv,
0,16 mL), e a absorvancia foi medida a 690 nm. Foi preparado um branco com o
solvente de extragdo (metanol) em vez da solucdo de extrato.

A concentracdo de extrato com 0,5 de absorvancia (ECsp) foi calculada a partir
do grafico de absorvancia a 690 nm em funcdo da concentracdo do extrato. O padrédo

utilizado foi o trolox.
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2.5.3. Inibicdo da descoloragdo do f-caroteno

Preparou-se, por dissolucdo, uma solucdo de B-caroteno (2 mg) em cloroférmio
(10 mL). Transferiram-se 2 mL desta solucdo para um baldo de fundo redondo e
evaporou-se a 40°C sob vacuo, para remocao do cloroférmio. Adicionou-se &cido
linoleico (40 mg), emulsionante Tween 80 (400 mg) e &gua destilada (100 mL),
agitando vigorosamente.

Transferiu-se uma aliquota (4,8 mL) desta emulsdo para tubos de ensaio
contendo 0,2 mL das diferentes concentracdes dos extratos, leu-se a absorvancia a 470
nm no tempo zero usando um espetrofotdmetro (Analytikjena, Jena, Alemanha), e
incubou-se a 50°C em banho-maria sob agitacdo. Ap6s 2h de incubacdo, mediu-se
novamente a absorvancia. A inibi¢do da descoloragdo do P-caroteno foi calculada
utilizando a equacéo: (conteudo de B-caroteno apés 2h de ensaio/conteudo inicial de -

caroteno) x100.

A concentracdo de extrato que origina 50% de atividade antioxidante (ECsp) foi
calculada por interpolacdo a partir do grafico de percentagem da inibicdo da
descolorac¢do do B-caroteno em funcdo da concentracdo de extrato. O padrdo utilizado

foi o trolox.

2.5.4. Inibicdo da peroxidacao lipidica na presenca de substancias reativas do
acido tiobarbiturico (TBARS)

Utilizou-se tecido cerebral, obtido a partir de porco (Sus scrofa), que foi
dissecado e homogeneizado com uma Polytron em gelo com tampéo Tris-HCI (20 mM,
pH 7,4) a fim de produzir um homogeneizado de tecido cerebral numa proporcdo 1:2
(w/v) ap6s centrifugacdo (centrifuga refrigerada Centorion K240R) a 3000g durante 10
min. Incubou-se uma aliquota (0,1 mL) do sobrenadante com as diferentes
concentracdes dos extratos (0,2 mL), na presenca de FeSO, (10 uM; 0,1 mL) e acido
ascorbico (0,1 mM; 0,1mL) a 37 °C durante 1h. A reacdo foi interrompida pela adicéo
de é&cido tricloroacetico (28% w/v; 0,5 mL), seguindo-se a adicdo do &cido
tiobarbitarico (TBA; 2%, w/v; 0,38 mL). A mistura foi aquecida a 80 °C durante 20
min. Apds centrifugacdo, a 3000g durante 10 min, para remocdo do precipitado de
proteinas, a intensidade da cor do complexo malonaldeido (MDA)-TBA do
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sobrenadante foi medida através da sua absorvéancia a 532 nm. A percentagem de

inibicdo da peroxidagdo lipidica (%) foi calculada utilizando a seguinte formula:
% Inibi¢do= [(A - B)/A] x 100%,

onde A e B corresponde a absorvancia do branco e da solucdo com o extrato,
respetivamente. A concentracdo de extrato que fornece 50% de inibicdo da peroxidacao
lipidica (ECsp) foi calculada a partir do grafico da percentagem de inibi¢do da formacéo

de TBARS em func¢éo da concentracdo de extrato. O padréo utilizado foi o trolox.

2.6. Microencapsulacéo do extrato hidroalcoolico de R. ulmifolius

O processo de producdo das microesferas foi realizado através do método de
atomizacdo/coagulacdo utilizando o sistema NISCO Var J30, e 0 seguinte sistema
quimico:

- Material de suporte — alginato utilizado sob a forma de solugdo aquosa a 4% (w/v);
- Principio ativo — extrato hidroalcoolico de R. ulmifolius na sua forma liofilizada;
- Solucédo de coagulacdo — solugdo CaCl, a 4% (w/v).
O procedimento experimental utilizado encontra-se descrito nos seguintes passos:
1. Pesaram-se 50 mg do extrato hidroalco6lico de R.ulmifolius e procedeu-se a sua
dissolucdo em 10 mL de agua;
2. Filtrou-se a solucdo obtida para retirar material residual por dissolver e
adicionaram-se 400 mg de alginato de sodio;
3. Colocou-se a solucdo preparada numa placa de agitacéo a 400 rpm durante 2h de
forma a garantir a dissolu¢do completa do alginato;
4. Mediram-se 10 mL da solucdo utilizando uma seringa de 20 mL. Esta foi
acondicionada na bomba de seringa do equipamento Nisco Var J30;
5. Fixou-se o caudal de alimentacdo da solucdo ao nozzle em 0,3 mL/min e a
pressdo de alimentacdo do azoto 0,1bar;
6. Dispensaram-se os 10 mL da solucdo preparada para a solugdo de coagulacdo

(250 mL de solugéo de CaCl, 4% (w/v));

7. Uma vez finalizada a atomizagdo, manteve-se a solugdo de coagulagdo sob

agitacdo a 200 rpm e temperatura ambiente durante 4h de forma a garantir a

consolidacdo das microesferas produzidas;
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8. Filtrou-se a solucéo de coagulacdo para separar as microesferas. Seguidamente
estas foram lavadas com &gua destilada (100 mL) e a solucdo obtida filtrada.
Este procedimento foi repetido duas vezes;

9. Recolheram-se as microesferas obtidas e acondicionaram-se ao abrigo da luz

para posterior utilizacao.

2.7. Caracterizacdo das microesferas

As microesferas produzidas foram observadas por microscopia Otica (MO)
utilizando um microscopio Nikon Eclipse 50i equipado com uma camara Nikon Visdo
Digital e o software NIS-Elements Documentation para a aquisi¢do de dados. Foram
adquiridas imagens com a ampliacdo de 40, 100, e 400X, apds a producdo e a etapa de
coagulacdo. Os dados obtidos permitiram analisar a morfologia e o tamanho das
particulas produzidas, este determinado mediante o uso de uma calibracdo existente do
microscopio que estabelece a relacdo entre o numero de pixéis e a unidade de
comprimento (micrémetros (um)). Foi também possivel com esta andlise inferir a
presenca/auséncia de principio ativo no interior e exterior das microesferas.

A presenca do extrato no interior das microesferas foi verificada por intermédio
da analise por FTIR. Para o efeito foram comparados os espetros do alginato puro
(material da microesfera), do extrato hidroalcodlico de R. ulmifolius livre e das
microesferas contendo o extrato encapsulado. Foi utilizado um espectrofotometro FTIR
Bomen (modelo MB 104) em modo transmitancia e utilizada a técnica da pastilha
(pastilha de KBr com uma concentracdo de amostra de 1% (m/m)). Os espetros foram
adquiridos na gama de 650 a 4000 cm™, com uma resolucdo de 4 cm™ adicionando 48
varrimentos.

As microesferas produzidas foram ainda caracterizadas quanto ao residuo seco e
eficiéncia de encapsulagéo (EE).

O residuo seco foi determinado como a raz&o entre a massa das microesferas
secas (liofilizadas) e a massa das microesferas humidas e expressa em termos de

percentagem.
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A avaliagdo da eficiéncia de encapsulacdo (EE) foi determinada por
quantificacdo do extrato ndo encapsulado. Para tal avaliou-se cumulativamente o extrato
remanescente na solugédo de coagulacédo e na 12 solugédo de lavagem. A quantificacao foi
realizada por HPLC. Dado o extrato ser uma mistura complexa formada por varios
constituintes, optou-se por avaliar a presenca de dois derivados do &cido elagico:
Sanguiin e Lambertianina (compostos maioritarios do extrato).

A eficiéncia de encapsulacdo pode ser estimada utilizando a seguinte expressao:

oA . Mp.a.t — Mp.a.ne
Eficiéncia de encapsulacido (EE) = x 100
Mp.a.t

na qual, Mp.at corresponde a quantidade de substancia tedrica efetivamente
encapsulada e (Mp.a.ne) corresponde a quantidade por encapsular determinada como

descrito anteriormente.

2.8. Incorporagdo do extrato hidroalcodlico de R. ulmifolius, livre e em

microesferas, no iogurte

A matriz alimentar escolhida foi o iogurte natural com 3,5% de matéria gorda.
Foram colocados 140 g de iogurte numa tina de modo a garantir a homogeneidade da
amostra. A matriz foi dividida em 6 por¢des para a preparacdo das seguintes amostras:

e 2 amostras de 25 g de iogurte simples (controlo),

e 2 amostras de 25 g de iogurte para incorporagdo do extrato livre (6,25 mg);

e 2 amostras de 20 g para incorporacao do extrato microencapsulado (40 mg).

Foram analisados dois tempos: tempo inicial (t0), isto é o momento
imediatamente ap6s a adicdo do extrato e do respetivo microencapsulado, e o tempo de
3 dias (t3). Apds recolha das amostras conforme o planeamento estabelecido (t=0 e t=3
dias), estas foram liofilizadas e acondicionadas para posterior analise. As amostras
foram submetidas a dois ensaios quimicos para determinar a atividade antioxidante
nomeadamente, atividade captadora de radicais DPPH e poder redutor. Os
procedimentos utilizados estdo descritos no ponto 2.5.1 (atividade captadora de radicais
DPPH) e no ponto 2.5.2 (poder redutor).
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2.9. Andlise estatistica

Os ensaios relativos a cada uma das amostras foram feitos em triplicado. Os
resultados foram expressos em valores médios + desvio padrdo (DP). Os resultados
foram analisados através da analise de variancia (ANOVA) seguida de um teste de
Tukey HSD com a = 0,05. Este tratamento foi efetuado utilizando o programa SPSS v.
18.0.
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I1l. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Perfil fendlico do extrato hidroalcoodlico e da decocgéo

A analise dos compostos fenolicos foi efetuada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a detecdo por diodos e espectrometria de massa (HPLC-DAD-
ESI/MS). O perfil cromatografico das amostras, evidenciado na Figura 6, foi registado
a 280 e 370 nm na tentativa de melhor identificacdo e quantificacdo dos compostos
fendlicos existentes.

O perfil fendlico do extrato hidroalcodlico e da decoccdo de R. ulmifolius foi
similar, variando apenas nas concentragdes encontradas para cada um dos compostos
fendlicos.

A identificacdo foi estabelecida com base nas suas caracteristicas
cromatograficas e espetros de absorcdo (em comparagdo com a nossa biblioteca de
dados), ides moleculares e padrio de fragmentacdo de MS?. A Tabela 5 apresenta a
tentativa de identificacdo dos compostos presentes nas duas preparacOes, extrato
hidroalcodlico e decocgdo, através dos espetros de massa e UV.

Foram detetados vinte e quatro compostos fendlicos diferentes nas duas
preparacfes, nos quais sete foram identificados como é&cidos fendlicos (acido
cafeoilquinico e acido di-cafeoilquinico, p-coumaroilquinico, feruloilquinico e &cido
elagico), onze flavonoides (derivados de quercetina e canferol, e catequina) e seis
taninos hidrolisaveis (lambertianina, sanguiin e di-hexa-hidroxidifenol (HHDP)-galoil
glucose).

Os derivados do é&cido quinico foram os principais 4&cidos fendlicos
identificados, de acordo com o0s seus espetros de UV (Amax & 314-330 nm) e ides
pseudomoleculares [M-H] (m/z a 337, 353 e 367, todos eles produzindo um ido produto
am/z 191, devido ao acido quinico desprotonado).

O pico 1, o principal acido fenolico encontrado, e o pico 2 foram identificados
como acidos 3-O-cafeoilquinico e 3-p-cumaroilquinico, respetivamente, uma vez que
pico 1 originou acido quinico desprotonado (m/z a 191) como pico base e outro ido
maioritario correspondente ao residuo de acido hidroxicinamico a m/z 179 [acido

caféico-H], e o pico 2 apresentou m/z 163 [acido p-cumarico-H]" como pico base, um
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padrdo de fragmentacdo caracteristico dos acidos 3-acilclorogénicos (Clifford et al.,
2003; Clifford et al., 2005).

Do mesmo modo, o pico 3, com um ido maioritario a m/z 193 [acido p-ferulico-
H]", foi identificado como &cido 3-O-feruloilquinico tendo em conta o seu ido
pseudomolecular e padrdo de fragmentacao.

O pico 19 ([M-H] com m/z 515) foi identificado como é&cido 3,5-O-di-
cafeoilquinico com base na sua ordem de eluicdo e padrdo de fragmentacédo (Clifford et
al., 2003; Clifford et al., 2005).

O pico base MS? foi a m/z 353, produzido pela perda de uma unidade de cafeoil
[M-H-cafeoil]’, e subsequente fragmentagdo deste ido produzindo 0S mesmos
fragmentos que o &cido 5-cafeoilquinico a m/z 191, 179 e 135, embora, neste caso, com
um sinal comparativamente mais intenso a m/z 179 [&cido caféico-H]™ (~ 60% de pico
base).

O pico 4 apresentou um espectro UV semelhante ao do acido p-cumaérico, com
Amax @ rondar os 313 nm; a area do pico é muito pequena, conduzindo a um iao
pseudomolecular inexistente, mas libertou um fragmento a m/z 163 correspondendo a
um [acido cumaérico-H]. A partir do espectro UV e fragmentacdo, o composto foi
identificado como um derivado p-coumaroilo.

O pico 18 corresponde a um &cido elagico e foi positivamente identificado de
acordo com as suas caracteristicas de retencdo, de massa e UV-vis, por comparag¢do com
0 padrdo comercial; este pico foi detetado, apenas, na decocgéo.

Foram encontrados principalmente derivados de flavonois (Tabela 5); catequina
(pico 5), quercetina 3-O-rutinésido (pico 13), quercetina 3-O-glucésido (pico 15),
canferol 3-O-rutindsido (pico 20) e canferol 3-O-glucésido (pico 23) foram
positivamente identificados de acordo com as suas caracteristicas de retencdo, massa e
de UV-vis por comparacdo com padrbes comerciais.

Os picos 14-16 apresentaram um espetro UV com Amax a rondar os 350 nm, e um
fragmento a m/z 301 [quercetina-H] correspondendo a derivados da quercetina.

Os compostos apresentaram ides pseudomoleculares [M-H] a m/z 477 e 463,
respetivamente, e libertaram um fragmento MS? a m/z 301 ([M-H-176] e [M-H-162]
correspondentes a perda das unidades glucoronilo e hexosilo, respetivamente); estes

compostos foram identificados como quercetina 3-O-glucurénido (pico 14), por
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comparagdo com um padrdo isolado no nosso laboratério (Duefias et al., 2008), e
quercetina 3-O-hexo6sido (pico 16).

O mesmo padrao de fragmentacdo foi também encontrado para o canferol (picos
21 e 22). Os picos 17 e 24 ([M-H] a m/z 579 e 489, respetivamente) correspondem a
canferol O-pentosilo hexdsido e canferol O-acetil-hexdsido de acordo com os seu ides
pseudomoleculares e fragmentos MS? libertados a m/z 285 (quercetina, [M-H-132-162]-
perda de uma unidade pentosil-hexdsido e [M-H-42-162]", perda de uma unidade acetil-
hexosido, respetivamente).

Os compostos seguintes foram identificados como taninos hidrolisaveis
apresentando um espetro UV coerente com derivados galoilo e hexa-hidroxidifenol
(HHDP) e com outros compostos, como derivados da lambertianina e sanguiin o0s quais
foram identificados utilizando a literatura (Gasperotti et al 2010, Gonzalez-Bairro et al.,
2010). Este tipo de compostos tem sido descrito em varios frutos do genero Rubus.

Os picos 9, 10 e 11 apresentaram um ido pseudomolecular a m/z 935 e foram
identificados como isémeros de glucose di-HHDP-galoilo. O seu padrdo de
fragmentacdo envolveu a perda de por¢des hexa-hidroxidifenoilo e galoil glucésido
(m/z 633 e 301, respetivamente).

O fragmento a m/z 301, para além do ido [M-H-302], representou uma
evidéncia da presenca de um grupo HHDP [elagico-H]™ na molécula.

Os picos 6 e 8 apresentaram um ido pseudomolecular a m/z 1567 (m/z 783
duplamente carregado); MS? produziu uma sequéncia de fragmentados i6nicos
singularmente carregados a m/z 633 e 301, que foram atribuidos a perda sequencial de
unidades elagicas (mondmero caracteristico das espécies do género Rubus) e di-HHDP
galoil glucosido (936 Da).

De acordo com o espetro MS e com Gasperotti et al. (2010) e Gonzélez-Barrio et
al. (2010), estes picos foram atribuidos a isomeros de sanguiin H-10.

Da mesma forma, o pico 7 foi identificado com base na fragmentacdo MS, mas
também com o apoio da literatura (Gasperotti et al., 2010 e Gonzalez-Barrio et al.,
2010), como lambertianina C. Este pico apresentou um ido pseudomolecular a m/z
1401, o qual estava duplamente carregado, dando uma massa molecular exata de 2804.

A fragmentacgdo resultou num ido molecular a m/z 1235 (1567-169-162, perda

de glucose galoilada) e os restantes fragmentos a m/z 935 (di-HHDP galoil glucésido),
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m/z 633 e m/z 301 que correspondem a perda sequencial de unidades elagicas. Os picos
7 e 8 sdo relativos aos compostos mais abundantes encontrados em R. ulmifolius.

O perfil fenolico de ambas as preparacdes foi idéntico, variando principalmente
nas concentracfes encontradas (Tabela 5). O extrato hidroalcodlico apresentou maior
concentracdo de compostos fendlicos totais (240,48 mg/g extrato) do que a decoccao,
principalmente devido a maior concentracdo de taninos hidrolisaveis (203,39 mg/g
extrato). Os compostos mais abundantes encontrados em ambas as preparacdes foram
derivados elagitaninos nomeadamente, um isémero de sanguiin H-10 e a lambertianina.
Gasperotti et al., (2010) e Gonzélez-Barrio et al., (2010) também identificaram estes
compostos em frutos de Rubus fruticosus e Rubus idaeus.

De facto, os frutos das espécies do género Rubus tém sido amplamente
estudados e sdo conhecidos por conter pequenas quantidades de flavonoides
nomeadamente, conjugados de quercetina e canferol baseados em flavonol, sendo os
componentes principais, a quercetina 3-O-glucurénido e a quercetina 3-O-glucésido,
bem como niveis vestigiais de acido elagico e conjugados de acido elagico com acgucar
(Zafrilla et al., 2001). Estes Gltimos compostos foram também encontrados nas flores de
R. ulmifolius aqui estudadas, mas como compostos principais, assim como a quercetina-
3-O-glucurdnido e a quercetina 3-O-glucosido que foram os flavondis presentes mais
abundantes.

O écido elagico tem sido referenciado como tendo atividade antiviral e
fornecendo protecdo contra cancros do colon, pulmédo e eséfago; por exemplo, 0s
beneficios para a saide do consumo de framboesa tém sido promovidos com base em
alegacdes de um alto conteudo de acido elagico (Gonzalez-Barrio et al., 2010).

Pelo que é do nosso conhecimento, esta € a primeira vez que estes compostos

foram identificados e quantificados em botdes florais de R. ulmifolius.
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Figura 6. Perfil fendlico, obtido por HPLC, do extrato hidroalcodlico de Rubus ulmifolius, registado

a 370 nm (A) e 280 nm (B) para os flavonoides e acidos fendlicos, respetivamente.
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Tabela 5. Tempos de retencdo (Rt), comprimentos de onda de absor¢cdo maxima na regido do visivel (Anax), dados do espetro de massa, identificacdo e quantificacao
de compostos fendlicos de Rubus ulmifolius.

= 2
Pico Rt (min) (QF]”F{‘]X) I?&m(])!imlf)r (I;/In/SZ) Tentativa identificagdo Hidroalcodlico Decocgao

1 52 326 353 191(100),179(67),173(6),135(55) Acido 3-O-cafeoilquinico 17,83+ 0,55 13,69 +0,63
2 6,9 310 337 191(18),173(6),163(100),119(53) Acido 3-p-cumaroilquinico 1,45 £ 0,00 1,18+0,12
3 8,0 326 367 193(100),191(5),173(9),134(35) Acido 3-O-feruloilquinico 0,82 £ 0,04 0,62 £ 0,02
4 9,1 313 - 163(8),119(100) Derivados p-cumaroilo 0,14 + 0,00 0,70 £ 0,03
5 10,5 278 289 245(93),203(72),137(42) Catequina 2,83+0,10 2,29+0,37

6 12,1 278 1567 1265(5),1235(4),1103(5),935(27),783(37),633(100),301(11) Isémero Sanguiin H-10 2,44 + 0,08 14,43 +1,19

7 14,1 280 14012 1265(5),933(11),633(20),301(10) Lambertianina C 56,73 £ 0,89 25,67 + 2,69

8 14,9 280 1567 1265(5),1235(12),1103(4),935(100),783(10),633(86),301(4) Isémero Sanguiin H-10 133,44 + 2,64 83,81+1,10
9 16,3 256/356 935 633(21), 301(51) Isémero Galoil-bis-HHDP- glucose 4,50+0,04 5,46 + 0,05
10 17,1 256/354 935 633(8),301(24) Isémero Galoil-bis-HHDP- glucose 4,28 +0,04 4,49 + 0,02
11 17,9 256/354 935 633(12),301(14) Isémero Galoil-bis-HHDP- glucose 0,56 + 0,07 0,37 £ 0,06
12 18,6 256/354 935 633(11),301(15) Isémero Galoil-bis-HHDP- glucose 1,43+£0,10 3,63 £0,20
13 18,9 354 609 301(100) Quercetina 3-O-rutinésido 0,48 + 0,03 0,48 + 0,05
14 19,6 354 477 301(100) Quercetina 3-O-glucurénido 452 +0,12 4,33+0,10
15 19,9 354 463 301(100) Quercetina-3-0-glucosido 2,54 +£0,03 2,05+0,27

16 20,2 348 463 301(100) Quercetina O-hexdsido 1,34 £ 0,08 nd

17 20,9 348 579 285(100) Canferol O-pentosil-hexdsido 1,15+0,11 1,11 +0,05
18 21,0 251/363 301 284(5),229(6),185(3) Acido elagico nd 5,69 £ 0,28
19 219 328 515 353(100),191(90),179(60),173(2),135(27) Acido 3,5-di-O-cafeoilquinico 1,04 +0,04 1,34 +0,16
20 22,3 354 593 285(100) Canferol 3-O-rutinésido 0,62+0,11 0,76 + 0,03
21 22,6 350 447 285(100) Canferol O-hexdsido 0,51 + 0,06 0,49 + 0,01
22 235 347 461 285 (100) Canferol O-glucurénido 0,99 + 0,07 1,03 + 0,06
23 23,8 347 447 285(100) Canferol-3-O-glucdésido 0,71+0,01 0,74 £ 0,06
24 26,3 354 489 285(100) Canferol acil-hexésido 0,10 £0,01 0,10 £0,01

Total Acidos Fendlicos 21,28 +0,59 23,21 £0,96

Total Taninos Hidrolisaveis 203,39 + 3,23 137,85+ 2,59

Total Flavonoides 14,45 + 0,44 13,38 £ 0,05

Total Compostos Fendlicos 240,48 + 3,17 174,44 £ 3,50

[M-H]?*. Em cada linha, letras diferentes correspondem a diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).
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3.2. Propriedades antioxidantes in vitro

As plantas, tal como outras amostras de origem natural, sdo constituidas por uma
ampla diversidade quimica de compostos antioxidantes.

Portanto, neste trabalho as propriedades antioxidantes foram avaliadas usando
um extrato hidroalcoolico e uma decocc¢éo obtidos a partir das flores de R. ulmifolius.

Atualmente sdo varios o0s testes existentes para avaliar a capacidade
antioxidante. Contudo, ndo existe um método universal capaz de avaliar com precisdo a
capacidade antioxidante de todas as amostras quantitativamente (Niki, 2010). Neste
trabalho, as propriedades antioxidantes foram avaliadas através de ensaios quimicos:
atividade captadora de radicais DPPH e poder redutor; e bioquimicos: inibicdo da
peroxidacdo lipidica no sistema [-caroteno/linoleato e na presenca de substancias
reativas do &cido tiobarbitdrico (TBARS).

Os resultados obtidos na avaliagdo da atividade antioxidante do extrato
hidroalcodlico e da decoccdo de R. ulmifolius apresentam-se na Tabela 6. O extrato
hidroalcodlico revelou maior atividade antioxidante (valores de ECsy inferiores) em
todos os ensaios in vitro (valores de ECs entre 1,58 e 34,23 pg/mL) do que a decoccéo
(valores de ECsg entre 184,21 e 201,72 pg/mL).

Estes resultados estdo de acordo com a concentracdo superior de compostos
fenolicos (240,48 mg/g), encontrada no extrato hidroalco6lico em comparacdo com a
decoccéo (177,44 mg/qg).

Um extrato metanolico estudado anteriormente pelo nosso grupo de investigacdo
(Barros et al., 2010) apresentou valores de ECsg ligeiramente superiores (< 40 pg/mL) e,
portanto, menor atividade antioxidante. Existem varios estudos que descrevem a
atividade antioxidante de frutos de espécies do género Rubus e um, em particular, que
estudou a atividade antioxidante de folhas de R. ulmifolius usando o ensaio da
descoloracdo do radical (ABTS). No entanto, pelo que sabemos, ndo ha publicacdes
disponiveis sobre a decoccdo da parte da planta aqui estudada ou do seu extrato

hidroalcodlico.
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Tabela 6. Atividade antioxidante do extrato hidroalcoo6lico e da decoc¢do de Rubus ulmifolius
(média + DP).

Atividade antioxidante Hidroalcodlico Decocgédo
Atividade captadora de radicais 34,23 +2,75° 184,21 + 21,40
DPPH (ECs, png/mL)

Poder redutor 29,27 +0,80° 191,23 +0,58"
(ECso, Hg/mL)

Inibicdo da descoloracdo do 3,90 + 0,46 197,04 + 4,81°
B-caroteno (ECsq, pg/mL)

Inibicdo de TBARS 1,58 +0,07° 201,72 +3,67°

(ECso, Hg/mL)

Em cada linha, letras diferentes correspondem a diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05).

3.3. Producéo de microesferas de alginato contendo o extrato hidroalcoolico
de R. ulmifolius

Apds testes iniciais realizados a escala de 50 mg de extrato para 400 mg de
alginato (razdo extrato/alginato de 0,125, m/m), produziu-se um batch de microesferas
contendo o extrato de R. ulmifolius para posterior incorporagdo no iogurte. Para tal
foram utilizados 100 mg de extrato e 800 mg de alginato dissolvidos em 20 mL de agua
destilada, tendo sido atomizados 14 mL. Apds o processo de separacdo e lavagem
obtiveram-se 4,825 g de microesferas hidratadas. Uma vez submetidas a liofilizacédo
obtiveram-se 0,295 g de microesferas secas 0 que conduziu a obtencdo de um residuo
seco de 6,1%. O estudo mais completo pode ser consultado no Anexo A.

As microesferas produzidas foram observadas por MO imediatamente apds a
finalizacdo da atomizacdo e decorridas 4h em contacto com a solucdo de coagulacédo
(Figura 7). Esta analise permitiu confirmar que o processo decorreu com sucesso. As
microesferas apresentaram uma morfologia esférica e individualizada (ndo se detetaram
aglomerados), sendo este facto valido para a anélise ap0s atomizacdo e apos
consolidacdo. O tamanho das microesferas produzidas variou entre 79 um a 380 um. Foi
tambeém possivel observar que o extrato ficou bem distribuido nas microesferas
produzidas (as microesferas apresentavam a cor rosada homogénea caracteristica do
extrato).
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A andlise por HPLC com vista & quantificacdo dos derivados do &cido elégico
(Sanguiin e Lambertianina) revelou que estes estavam presentes em concentracfes
residuais (abaixo do limite de detecdo) ou ausentes, respetivamente para a solucdo de
coagulacdo e 1% solucdo de lavagem. Tal permitiu estimar uma eficiéncia de

encapsulagdo préxima dos 100%.

A &
oL
®
B ® .” 0,
“®

Figura 7. A- Observacdo das microsferas apds atomizagdo; B- Observacdo das microesferas apés a

coagulacao.

3.4. Reidratacdo das microesferas apés a liofilizagéo

As microesferas secas, resultantes do processo de liofilizagdo, foram reidratadas
em 4agua destilada, por um periodo de 24h, de forma a testar a capacidade de
recuperacdo da sua morfologia inicial. Este é um pardmetro importante tendo em vista a
sua armazenagem sob a forma liofilizada, que comparativamente com a forma hidratada
minimiza a degradagdo dos compostos presentes no extrato (melhora a manutencao da
bioatividade). Uma vez incorporadas no iogurte, ou outra matriz alimentar, é importante
que estas recuperem a sua forma por reidratacao.

Na Figura 8, apresenta-se o registo fotografico das microesferas secas e
reidratadas a uma ampliacdo de 40, 100, e 400x. A massa de microesferas secas
utilizada foi de 0,0547 g. Para as condi¢des aplicadas verificou-se um aumento do
tamanho das microesferas testadas ao longo do tempo tendo-se atingido uma massa final
de 0,7037g ao fim de 24 horas (cerca de 80% da massa prevista para as microesferas
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hidratadas). Por anélise das imagens obtidas por MO verifica-se o tamanho final das
microesferas aproximou-se do tamanho estimado para as microesferas antes do processo

de liofilizacdo comprovando a sua boa capacidade de reidratacéo.

Figura 8. A-Observacao das microsferas secas; B- Observagao das microesferas hidratadas.

3.5. Espectroscopia de absorcao na regido do infravermelho (FTIR)

Os espetros de absorcdo no infravermelho (IV) estdo representados na Figura 9
(andlise do alginato puro, do extrato isolado e das microesferas liofilizadas contendo o
extrato). Como previsto, o espetro das microesferas € dominado pela presenca do
alginato uma vez que se utilizou uma razdo extrato/alginato de 100/800 (m/m) (ver
principais contribuicBes assinaladas com traco azul a tracejado). No entanto é possivel
notar no espectro das microesferas a contribuicdo das vibragdes dos carbonilos (C=0) e
dos grupos hidroxilo (OH) do extrato (assinalado com tragco vermelho a tracejado). O
alargamento das bandas dos OHs e C=0s do espetro das microesferas devido as bandas
do extrato anteriormente focadas constituem uma evidéncia de que as microesferas

contém o extrato encapsulado.
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Figura 9. Espectro do alginato, do extrato hidroalcodlico e das microesferas contendo o extrato

hidroalcodlico de R. ulmifolius.
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3.6. Incorporacdo do extrato hidroalcodlico de R. ulmifolius, livre e em

microesferas, no iogurte

A Tabela 7 mostra os resultados obtidos para a atividade antioxidante avaliada
de acordo com dois parametros: atividade captadora de radicais DPPH e poder redutor.

Ambas as formas (extrato livre e microencapsulado) mostraram maior atividade
captadora de radicais DPPH que o controlo (valores de ECso mais baixos) e, na maioria,
também maior poder redutor. Os resultados obtidos mostraram também que as formas
referidas (extrato livre e microencapsulado) originaram produtos com melhor
preservacdo da atividade antioxidante ao longo do tempo (em ambos 0s ensaios, 0s
valores de ECso diminuiram do tempo 0 para o tempo 3 dias). Em sintese, os resultados
obtidos demonstraram o potencial antioxidante do extrato hidroalcodlico de R.

ulmifolius e a eficiéncia da microencapsulacdo para a sua preservacao.

Tabela 7. Atividade antioxidante do iogurte enriquecido com extrato hidroalcodlico de Rubus

ulmifolius, livre e microencapsulado (média + DP).

Controlo logurte com logurte com
iogurte extrato livre extrato microencapsulado
0 dias 3 dias 0 dias 3 dias 0 dias 3 dias

Atividade captadora
de radicais DPPH  91,19+1,24 146,17 +516 49,34+0,49 4988+2,31 90,71+3,84 84,15+1,71
(ECs, mg/mL)
Poder redutor

2,86+001 1352+0,66 16,34+0,07 211+0,12 1568+0,08 5,64 0,10
(ECso, mg/mL)

Na Figura 10 apresenta-se o registo fotografico das microesferas incorporadas
no iogurte no tempo inicial (t0), isto € o momento imediatamente apds a adigcdo do
extrato microencapsulado, e ap6s 3 dias (t3) a uma ampliacdo de 40, 100, e 400x. Da
observacao das imagens para o tempo t3 verifica-se que as microesferas mantém a sua
morfologia inicial ndo se tendo desagregado. Este facto aponta para um papel protetor

efetivo da matriz de alginato.
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Figura 10. A-Observagdo das microsferas incorporadas no iogurte no tempo inicial (t0);

B- Observacdo das microesferas incorporadas no iogurte apo6s trés dias (t3).

Extratos fendlicos de Rubus ulmifolius Schott.: caracterizagdo quimica, atividade antioxidante e encapsulagéo para fins nutracéuticos

40



Conclus6es e perspetivas de trabalho futuro

i 5,0 i 1510DAD
“»i i, VNIVERSIDAI
Sikh: PSALAMANCA
BTITUTO FOLITICNICD wiin
o pea i .

IV. CONCLUSOES E PERSPETIVAS DE TRABALHO FUTURO

Este trabalho teve como objetivo, numa primeira fase, avaliar a atividade
antioxidante e efetuar a caracterizacdo quimica dos compostos fenolicos obtidos por
extracdo hidroalcodlica e decoccdo de botdes florais de Rubus ulmifolius Schoot
(Rosaceae). Numa segunda fase efetuou-se a microencapsulacdo do extrato
hidroalcodlico na sua forma liofilizada utilizando como material de encapsula¢do o
alginato. Perspetivando a utilizacdo destes extratos na area alimentar efetuou-se, numa
terceira fase, um teste de incorporacdo num iogurte natural com avaliacdo da atividade
antioxidante imediatamente ap6s a adicdo (t=0) e apds 3 dias (t=3). A atividade
antioxidante do iogurte aditivado com o extrato microencapsulado foi comparada com a
do iogurte puro (controlo) e com a do iogurte aditivado com uma quantidade
equivalente de extrato livre.

No que respeita a caracterizacdo quimica foram identificados varios compostos
fendlicos, maioritariamente derivados de elagitaninos nomeadamente, 0s isomeros
sanguiin H-10 e lambertianina. Mais concretamente foram detetados vinte e quatro
compostos fenolicos diferentes nas duas preparacfes (extrato hidroalcoolico e
decoccdo), nos quais sete foram identificados como é&cidos fenolicos (&cido
cafeoilquinico e &cido di-cafeoilquinico, p-coumaroilquinico, feruloilquinico e acido
elagico), onze flavonoides (derivados de quercetina e canferol, e catequina) e seis
taninos hidrolisaveis (lambertianina, sanguiin e di-hexa-hidroxidifenol (HHDP)-galoil
glucose). N&o obstante o perfil fendlico do extrato hidroalcodlico e da decoccéo de R.
ulmifolius ser qualitativamente idéntico, a concentracdo em compostos fenélicos foi
superior no extrato hidroalcodlico tendo resultado numa atividade antioxidante também
superior.

A técnica de atomizacao/coagulacdo foi a escolhida para a producdo das
microesferas de alginato. A formulacdo otimizada utilizou 100 mg de extrato
hidroalcodlico liofilizado para 800 mg de alginato (razdo extrato/alginato de 0,125,
m/m) tendo-se obtido microesferas com um tamanho estimado entre 79 um a 380 um. O
residuo solido das microesferas hidratadas obtidas no final do processo foi determinado
como sendo 6,1% e a eficiéncia de encapsulacdo, estimada com base derivados do acido
elagico (Sanguiin e Lambertianina), proxima de 100%.
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As microesferas liofilizadas foram testadas quanto a sua capacidade de
reidratacdo tendo-se verificado que ao fim de 24 horas tinham recuperado cerca de 80%
da massa prevista para as microesferas hidratadas.

O extrato fendlico (na forma livre e microencapsulado) foi incorporado num
iogurte natural visando alcancar beneficios antioxidantes. Ambas as formas (extrato
livre e microencapsulado) mostraram maior atividade captadora de radicais DPPH que o
controlo (valores de ECsy mais baixos) e, na maioria, também maior poder redutor. Os
resultados obtidos mostraram também que as formas referidas (extrato livre e
microencapsulado) originaram produtos com melhor preservagcdo da atividade
antioxidante ao longo do tempo (em ambos 0s ensaios, 0s valores de ECsy diminuiram
do tempo 0 para o tempo 3 dias).

Em sintese, os resultados obtidos demonstraram o potencial antioxidante do
extrato hidroalcodlico de R. ulmifolius e a eficiéncia da microencapsulagdo para a sua
preservacéao.

Como trabalho futuro, sera interessante proceder a avaliacdo do efeito do pH na
atividade antioxidante do iogurte aditivado com o extrato microencapsulado e livre
como forma de simular o pH do estémago (pH &cido) e do intestino (pH bésico). Com a
microencapsulacdo pretende-se que os compostos fenolicos sejam preservados durante o
tempo de prateleira do iogurte maximizando a sua biodisponibilidade quando ingeridos.

A obtencéo dos perfis de libertacdo dos compostos fenolicos para varios valores
de pH é também um tema de interesse para trabalho futuro. Neste caso, e dado o extrato
ser uma mistura de diversos compostos fendlicos, sugere-se a realizacdo deste estudo

para 0s compostos maioritarios.
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Anexos

Anexo A. Registo dos resultados para os ensaios de microencapsulacéo

Ensaio 1

Cadigo Ensaio

Rubus ulmifolius_001

Data de realizagao

14_03_2013

Formulagao e atomizagao

Fase contendo o princio ativo

Fase de coagulacao

Principio ativo (p.a.)

Extrato Rubus ulmifolius

Agente de coagulagdo

Cloreto de calcio

Concentragdo do 4%
Material de encapsulagao Alginato
agente de coagulagdo (s.c=43,18g+1L)
Concentragdo do 4% Volume da solugdo

material de encapsulagao

(s.a=4g+100 mL agua)

de coagulagdo

250 mL

Concentragdo do 2,5 mg/mL
principio ativo (50 mg+20mL H,0)
Volume de solugdo atomizada 6 mL

Processo de consolida¢do/separag¢do/ secagem das microesferas

Tempo de coagulagdo

Atomizagdo (am1) + 1 noite (am2)

Procedimento de separagdo/lavagem

Filtragdo da solucdo de coagulagdo

N2 de ciclos efetuados: 1X (lavagem da tina, 100 mL)

Tipo de filtragdo utilizado: com vacuo (bomba)

Massa final das microesferas hidratadas 2,729¢g
Secagem n.a
Massa final das microesferas secas n.a

Determinagdo da eficiéncia de encapsula¢ao por HPLC

Concentragdo do p.a. na solugdo de coagulagdo apds filtragao n.a

Massa de principio ativo colocado no V atomizado (Mp.a.;, mg) 15 mg

Massa de principio ativo ndo encapsulado (Mp.a.e, mg)

n.a

Eficiéncia de encapsulagdo (EE=((Mp.a.;-Mp.a.,e)/ Mp.a.;))*100) n.a

Controlos adicionais do processo

Tipo de controlo/varidvel medida

Adigdo sol. Tampdo fosfato (pH 6,8 -am 2)

Tipo de controlo/varidvel medida

Adigdo sol. Tampdo fosfato (pH 7,4 -am 2)

Tipo de controlo/varidvel medida

Extrato na primeira solugdo de lavagem —n.a

Comentarios

A efiéncia de encapsulagdo ndo foi determinada. As microesferas apresentaram morfologia desejada. Foi preparada

uma solugdo de microesferas humidas e tampdo fosfato (a diferentes pH’s) para determinar a quantidade de

principio ativo existente no interior das microesferas. O objetivo ndo foi conseguido, uma vez que que apds andlise

por HPLC ndo foram detetados derivados de acido elagico.
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Controlo do processo por MO

Amostras analisadas: am1 e am2 (adi¢do de solugdo tampao)

Microesferas apés atomizacédo (aml)

100X

400X

Microesferas apés consolidacéo (am2)

100X

» = 4

a5

L. T8 A Ry
Microesferas apds tamponamento (tampdao fosfato pH 6,8 — am?2)

40X

100X

400X

Microesferas apds tamponamento (tampdao fosfato pH 7,4— am2)

40X

100X

400X
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Ensaio 2

Cédigo Ensaio | Rubus ulmifolius_002

Data de realizagao

12_06_2013

Formulagao e atomizagao

Fase contendo o princio ativo Fase de coagulagao
Principio ativo (p.a.) Extrato Rubus ulmifolius Agente de coagulagdo Cloreto de calcio
Concentragdo do 4%
Material de encapsulagado Alginato
agente de coagulagdo (s.c=43,18g+1L)
Concentragdo do material 4% Volume da solugdo de
250 mL
de encapsulagdo (s.a =4g+100 mL H,0) coagulagao
Concentragdo do 5 mg/mL
principio ativo (50 mg+10mL H,0)
Volume de solugdo atomizada 6 mL

Processo de consolida¢do/separag¢do/ secagem das microesferas

Tempo de coagulagdo

Atomizagdo (am1) + 4h (am2)

Procedimento de separagdo/lavagem

Filtracdo da solugdo de coagulagdo (am3)

Tipo de filtragdo utilizado: com vacuo (bomba)

N2 de ciclos efetuados: 1X (lavagem da tina, 50mL —am4)

Massa final das microesferas hidratadas

2,082¢g

Secagem

Tempo utilizado: 2 dias

Processo utilizado: Liofilizagdo (am5)

CondigGes utilizadas (se aplicavel): n.a

Massa final das microesferas secas

135 mg ( 6,5% solidos)

Determinagdo da eficiéncia de encapsulagdo por HPLC (am3)

Concentragdo do p.a. na solugdo de coagulagdo apos filtragdo Residual
Massa de principio ativo colocado no V atomizado (Mp.a.;, mg) 30 mg
Massa de principio ativo ndo encapsulado (Mp.a.., mg) Residual
Eficiéncia de encapsulagdo (EE=((Mp.a..-Mp.a.ne)/ Mp.a.;))*100) nd

Controlos adicionais do processo

Tipo de controlo/variavel medida

Extrato na primeira solugdo de lavagem (am4) — 0,0000 mg

Tipo de controlo/variavel medida

Tipo de controlo/varidvel medida

Comentarios

As microesferas apresentaram morfologia desejada. A efiéncia de encapsulagdo nao foi determinada. O objetivo

ndo foi conseguido, uma vez que que apds analise por HPLC ndo foram detetados derivados de acido elagico.
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Amostras analisadas: aml e am2

Controlo do processo por MO

Microesferas apds atomizacgdo (aml)

100X

Microesferas apds consolidacéo

(am2)

400X

40X

100X

400X
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Ensaio 3

Cadigo Ensaio

Rubus ulmifolius_003

Data de realizagao

28_06_2013

Formulagao e atomizagao

Fase contendo o princio ativo Fase de coagulagao
Principio ativo (p.a.) Extrato Rubus ulmifolius Agente de coagulagdo Cloreto de calcio
Concentragdo do 4%
Material de encapsulagao Alginato
agente de coagulagdo (s.c=43,18g+1L)
Concentragdo do 4% Volume da solugdo de

material de encapsulagdo

(s.a = 4g+100 mL H,0)

coagulagado

500 mL

Concentragdo do

principio ativo

5 mg/mL
(100 mg+20mL H,0)

Volume de solugdo atomizada

14 mL

Processo de consolida¢io/separa¢do/ secagem das microesferas

Tempo de coagulagdo

Atomizagdo (am1) + 4h (am2)

Procedimento de separagdo/lavagem

Filtragdo da solugdo de coagulagdo (am3)

N2 de ciclos efetuados: 1X (lavagem da tina, 100 mL —am4)

Tipo de filtragdo utilizado: com vacuo (bomba)

Massa final das microesferas hidratadas

4,825¢g

Secagem

Processo utilizado: Liofilizagdo (am5)
Condigdes utilizadas (se aplicavel): n.a

Tempo utilizado: 2 dias

Massa final das microesferas secas

295 mg (6,1 % solidos)

Determinagdo da eficiéncia de encapsula¢ao por HPLC (am3, am4)

Concentragdo do p.a. na solugdo de coagulagdo apds filtragdo Residual
Massa de principio ativo colocado no V atomizado (Mp.a.;, mg) 70 mg
Massa de principio ativo ndo encapsulado (Mp.a.., mg) Residual
Eficiéncia de encapsulagdo (EE=((Mp.a.;-Mp.a.ne)/ Mp.a.;))*100) 100%

Controlos adicionais do processo

Tipo de controlo/variavel medida

Extrato na primeira solugdo de lavagem (am4) — 0,00000 mg

Tipo de controlo/varidvel medida | -—--

Tipo de controlo/varidvel medida | -——--

Comentarios

A efiéncia de encapsulagdo foi determinada no final do processo (com base na amostragem am3 e am4) foi de cerca

de 100%
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Controlo do processo por MO

Amostras analisadas: am1, am2 e amb5

Microesferas apds atomizacgdo (aml)

100X

Microesferas apds consolidacéo

400X

40X

100X

100X
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Anexo B. Resultados da tese: (Publicagdes/ Congressos)

Os resultados descritos nesta dissertacdo deram origem a um artigo cientifico e a

trés comunicagdes nacionais:

Martins, Ana; Barros, Lillian; Fernandes, Angela; Carvalho, Ana Maria; Ferreira, Isabel
C.F.R. (2013). Antioxidant activity of Rubus ulmifolius Schott and Trifolium
angustifolium L. 1% Symposium on Medicinal Chemistry of Universty of Minho.

Braga.

Martins, Ana; Barros, Lillian; Duefias, Montserrat; Carvalho, Ana Maria; Buelga,
Celestino Santos; Ferreira, Isabel C.F.R. (2013). Phenolic profile of
hydromethanolic extract and decoction of Rubus ulmifolius Schott. 1¥ Symposium

on Medicinal Chemistry of Universty of Minho. Braga.

Martins, Ana; Barros, Lillian; Carvalho, Ana Maria; Buelga, Celestino Santos;
Fernandes, lIsabel; Barreiro, Filomena; Ferreira, Isabel C.F.R. (2013). Extratos
fendlicos de flores de Rubus ulmifolius Schoot: Caracterizagcdo quimica,
microencapsulacdo e incorporacdo em iogurtes para beneficios antioxidantes. |

Encontro de Jovens Investigadores do Instituto Politécnico de Braganca. Braganca.
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Antioxidant activity of Rubus ulmifolius Schott and

Trifolium angustifolium L.
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Rubus ulmifolius Schott (wild blackberry) from Rosaceae and Trifolium angustifolium L.
(narrowleaf crimson clover) from Fabaceae are widespread medicinal plants from Portuguese
wild flora. These species are common in the Iberian Peninsula, growing spontaneously under
conditions of Mediterranean climate and being commonly used in folk medicine [1]. In Portugal,
local consumers consider that the decoctions of R. ulmifolius have anti-inflammatory and
analgesic properties and may be administered orally for the treatment of diabetes, diarrhea, and
menopause [2]. They are also externally applied to relieve hoarseness, inflamed gums, sores
and skin ulcers [2]. T. angustifolium is a species known for centuries in folk medicine due to its
phytochemical characteristics and biological activity. The decoction of its inflorescences is used
to treat stomach affections and to control diarrhea [3]. This work aimed to evaluate the
antioxidant properties of methanolic extracts and decoctions of R. ulmifolius flower buds and T.
angustifolium inflorescences. Four in vitro assays were performed: scavenging effects on DPPH
(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radicals, reducing power, inhibition of B-carotene bleaching and
inhibition of lipid peroxidation in brain cell homogenates by TBARS (thiobarbituric acid reactive
substances) assay. Methanolic extracts proved to have higher antioxidant activity than the
corresponding decoctions. R. ulmifolius revealed the highest antioxidant activity in all the assays
(ECs0 = 70 pg/mL for the methanolic extract and ECg, < 200 ug/mL for the decoction). The
studied medicinal plants have interesting antioxidant properties that are certainly related to the
presence of phenolic compounds (reported in another abstract present to this symposium) and

could be explored as a source of antioxidants for food preservation or pharmaceutical uses.
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INTRODUCTION

Rubus ulmifolius Schott (wild blackberry) from Rosaceae and 7rifolium
angustifolium L. (narrowleaf crimson clover) from Fabaceae are
widespread medicinal plants from Portuguese wild flora.

These species are common in the Iberian Peninsula, growing
spontaneously under conditions of Mediterranean climate and being
commonly used in folk medicine [1].

In Portugal, local consumers consider that the decoctions of R.
ulmifolius have anti-inflammatory and analgesic properties and may be
administered orally for the treatment of diabetes, diarrhea, and
menopause. They are also externally applied to relieve hoarseness,
inflamed gums, sores and skin ulcers [2].

T. angustifolium is a species known for centuries in folk medicine due
to its phytochemical characteristics and biological activity.

The decoction of its inflorescences is used to treat stomach affections
and to control diarrhea [3].

Figure 2. Tiitolium angustifolium L.

MATERIALS AND METHODS

This work aimed to evaluate the antioxidant properties of methanolic extracts and decoctions of R. u/mifolius flower buds and 7.
angustifolium inflorescences.

Four in vitro assays were performed: scavenging effects on DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radicals, reducing power,
inhibition of B-carotene bleaching and inhibition of lipid peroxidation in brain cell homogenates by TBARS (thiobarbituric acid

reactive substances) assay.

RESULTS AND DISCUSSION

Methanolic extracts proved to have higher antioxidant activity than the corresponding decoctions. R. u/mifolius revealed the highest
antioxidant activity in all the assays (EC;, < 70 pg/mL for the methanolic extract and ECy,< 200 pg/mL for the decoction) .

Antioxidant activity of decoction Antioxidant activity of meth li
= 800
E
E
600 =
500 |
100
. . . J 300
e ) ) ’ T angustifolium R ulmifolius
72 angustifolium R, ulmifolius o
200
w DPPH scavenging  Reducing power  Reducing power
a pecarotene blcaching inhibition WTBARS inhibition 100 . u pcarotene bleaching inhibition LTBARS inhibition
Figwre 8. Antioxidant activity of decoction wild 7 angustifolium and R. angustifolium 0 . f— . — - 8, Antioxidant activity of methanolic extract of wild T. angusafolium and R.
Methanolic Decoction Methanolic — Decoction angustiloliam
extract extract
T angustifolium R ulmilolius

u Total phenolics (mg GAE/g) u Total flavonoids (mg CE/g)

phenolic and flavonoids contente in methanolic extracts and infusions
ifoliam and R. angustifolium

Figre 4.
ofwild 7:

CONCLUSION

The studied medicinal plants have interesting antioxidant properties that are certainly related to the presence of phenolic
compounds (reported in another abstract present to this symposium) and could be explored as a source of antioxidants for food
preservation or pharmaceutical uses.
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Rubus ulmifolius Schoot (Rosaceae), known as wild blackberry, is a perennial shrub found in
wild and cultivated habitats in Europe, Asia and North Africa [1]. Traditionally, R. ulmifolius is
considered to be anticatarrhal, antiseptic, diuretic, anti-inflammatory, antioxidant, astringent, and
antispasmodic. Oral dosage forms are used for diarrhea, menstrual pain, menopause disorders,
liver diseases, aphtha, gingivitis, hypertension and diabetes [2]. Different classes of bioactive
constituents are present in R. ulmifolius, including phenolic compounds. This study aimed to
determine the phenolic composition of different preparations (decoction and hydromethanolic
extract) of R. ulmifolius flower buds. The analysis of phenolic compounds was carried out by
reversed-phase high performance liquid chromatography coupled to diode array detection and
mass spectrometry with electron spray ionization (HPLC-DAD-ESI/MS), in order to establish the
specific phenolic profile of each preparation. The phenolic profile of both preparations was
identical, varying only in the concentrations found. Twenty-three phenolic compounds were
identified in both samples, in which seven were identified as phenolic acids (di- and
caffeolyquinic, p-coumaroylquinic and feruloylquinic acids), ten flavonoids (quercetin and
kaempferol derivatives and catechin), and five ellagitannin derivatives (lambertianin and di-
HHDP-galloyl glucose). These compounds were found in both preparations. The most abundant
compounds found were ellagitannin derivatives, such as lambertianin and di-HHDP-galloyl
glucose. Gasperotti et al. [3] have identified these compounds in R. fruticosus fruits. To our
knowledge, this is the first time that these compounds were identified and quantified in R.

ulmifolius flowers buds.
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( INTRODUCTION

Rubus ulmifolius Schoot (Rosaceae), known as wild
perennial shrub found in wild and cultivated habitats in Ei
North Africa [1].

{ MATERIALS AND METHODS

Traditionally, R. ulmifolius is considered to be anticatarrhal, antiseptic,
diuretic, anti-inflammatory, antioxidant, astringent, and antispasmodic.
Oral dosage forms are used for diarrhea, menstrual pain, menopause
disorders, liver diseases, aphtha, gingivitis, hypertension and diabetes [2]. ara
Different classes of bioactive constituents are present in R. ulmlfo]ms, The phenolic pro
including phenolic compounds. “ _the conc‘,nu-dugmf C

RESULTS AND DISCUSSION

Twenty-three phenolic compounds were i

coumaroylquinic and feruloylquinic acids), g d pfe d gves and in), a lagitannin derivatives
(lambertianin and di-HHDP-galloyl glucose):«These comny ) ounid’ oth “pre on ¢ most abund mpounds found were
ellagitannin derivatives, such as lamberti | x( Table i ese compounds in R.
fruticosus fruits. &5

Table L. Retention time (R0, wavelengths of masinum absorption in the visible region (/) mass

Peak. Rt = Molecular ion
(min) (om) [M-HF {m/2)

1 594 226 853 191(100),179(67),173(6),186(55) 8 OCaffeoylq
2 696 310 387 191(18),173(6),163(100),119(53)
3 804 22 367 193(100), 191(5), 173(9), 134(35)
4 914 213
5 10.50 278 289
6 14.08 251/363 12502 983(3),633(12),30
7 1488 261/363 935 633(18),301(53)
8 1628 348 1567 1285(2),985(100),783(2),683(29),301(86)
9 1705 256/356 935 633(21), 301(51) 0 s i
10 1796 256/354 935 633(8), 30104
1 18.69 251/363 s 933(6),633(5),618,483(62),315(5),301(7) 7
12 1895 354 609 301(100)
13 1964 354 77 301(100)
1 1988 354 163 301(100) ©
15 20.25 348 463 301(100)
16 2191 248 578 985100
17 22,01 228 515 353(100),191(90),179(58),173 6
18 22.07 854 598 285(100)
19 2265 285(100)
2 2,54 i ﬁ:;) 0 89 4
£ e ' 5 10 17 22

a
2 T4 358(93)!91(2&)1 . I 10 15 20 min 25 min
2 2698

mifolius, obtained at 370 nm (A) and 280 nm (B) for flavonoids and phenolic acids, respectively.
CONCLUSION )
e ~ - -
M : antified in R. ulmifolius flowers buds.
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Resumo

Rubus ulmifolius Schoot (Rosaceae), conhecida como amora silvestre, € um arbusto perene
encontrado em habitats silvestres e cultivados da Europa, Asia e Africa do Norte.
Tradicionalmente é conhecido pelas suas propriedades medicinais, incluindo atividade
antioxidante. Neste trabalho caracterizaram-se quimicamente dois extratos fendlicos obtidos a
partir de botdes florais de R. ulmifolius, decoccdo e extrato hidroalcodlico, tendo sido
identificados varios compostos fendlicos, maioritariamente derivados de elagitaninos
nomeadamente, os isémeros sanguiin H-10 e lambertianina.

Comparativamente a decoccdo, o0 extrato hidroalcodlico apresentou um conteddo em
compostos fendlicos superior e uma maior atividade antioxidante. A sua forma liofilizada foi a
escolhida para microencapsular pela técnica de spray seguida de coagulacdo tendo-se
produzido microesferas de alginato que foram posteriormente incorporadas num iogurte natural.
Os resultados obtidos mostraram que o extrato microencapsulado originou produtos com
atividade antioxidante superior e com melhor preservacao desta ao longo do tempo. Ambas as
formas (extrato direto e microencapsulado) mostraram maior atividade que o controlo. Em
sintese, os resultados obtidos demonstraram o potencial antioxidante do extrato hidroalcodlico
R. ulmifolius e a eficiéncia da microencapsulacdo para a sua preservacdo, abrindo assim

possibilidades para a sua exploragdo em aplicacdes na industria alimentar.
Palavras-chave: Antioxidantes; compostos fendélicos; iogurte funcional; microencapsulagdo; Rubus ulmifolius.
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